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Ubikvitin-proteasomski sistem je ključnega pomena za pravilno in nadzorovano razgradnjo 
proteinov v celicah sesalcev, kjer je proteasom 26S (cCP) odgovoren za razgradnjo več kot 
80 % proteinov. Del družine proteasomov, imunoproteasom (iCP), ima neposreden vpliv na 
imunski odziv v telesu, saj pripomore k tvorbi za vezavo na molekule MHC razreda I 
optimiziranih peptidov. Prav tako je udeležen v modulaciji citokinov ter diferenciaciji celic 
T imunskega sistema. Posledično je iCP obetavna tarča za zdravljenje avtoimunskih bolezni 
ter rakavih obolenj. 
V magistrskem delu smo se posvetili sintezi bifenilpiperidinskih kovalentnih zaviralcev 
treoninskih proteaz, in sicer smo želeli smo doseči selektivno vezavo spojin v aktivno mesto 
podenote β5i imunoproteasoma. Na bifenilpiperidinski skelet smo pripenjali akrilamidne ter 
nitrilne »bojne glave«. Te spojine naj bi se nekovalentno vezale v bližino nukleofilnega 
katalitičnega treonina (Thr1) v aktivnem mestu β5i-podenote, nato pa z njim preko 
elektrofilne »bojne glave« tvorile kovalentno vez. Sintetizirali smo tudi šest analognih spojin 
brez elektrofilnega centra s karboksilnimi zaključki na mestih 3 in 4 piperidina. Z njimi smo 
nameravali oceniti nekovalentno zaviralno sposobnost sintetiziranih spojin. 
Kot osnovo za sintezo kovalentnih zaviralcev smo uporabili terc-butiloksikarbonilna (Boc) 
zaščitena piperidin-3-ilmetilamin in piperidin-4-ilmetilamin. Na piperidinski dušik smo 
uvajali lipofilne fragmente preko aminske oz. amidne vezi. Izbrani postopek za tvorbo 
aminskih derivatov je bila reakcija reduktivnega aminiranja z ustreznimi aldehidi. Za sintezo 
amidov smo uporabili predvsem sinteze s sklopitvenimi reagenti in kislinske kloride. Po 
odstranitvi zaščitne skupine Boc smo na amin preko amidne vezi pripenjali akrilno oz. 
cianoocetno kislino. Uspešno smo sintetizirali osem potencialnih kovalentnih zaviralcev 
imunoproteasoma. Kot osnovo za sintezo kislinskih analogov smo uporabili nipekotinsko in 
izonipekotinsko kislino, ki smo ju zaščitili v obliki metilnega estra. Uvajanje lipofilnih 
fragmentov na piperidinski dušik je potekalo enako kot zgoraj. Sledila je še odstranitev 
metilnega estra z bazično hidrolizo. 
Biokemijsko ovrednotenje na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani je pokazalo, da 
končne spojine niso imele znatnih učinkov na preiskovani encim, zato bo potrebna nadaljnja 
optimizacija.  
 
Ključne besede: imunoproteasom, podenota β5i, bifenilpiperidinski zaviralci 
  




The Ubiquitin-Proteasome pathway is of key value for the controlled degradation of proteins 
in mammalian cells with 26S proteasome (cCP), being responsible for over 80% of the 
protein degradation. Another member of the proteasome family, the immunoproteasome 
(iCP), has an indirect influence on the immune response of the body since it contributes to 
the formation of peptides optimised for binding to MHC class I molecules. It is also involved 
in cytokine modulation and T cell differentiation. Therefore, iCP is a promising target for 
the treatment of autoimmune diseases and cancer. 
This master's thesis' main aim was to synthesise biphenylpiperidine covalent inhibitors of 
threonine proteases, a group of enzymes to which cCP and iCP also belong with a main goal 
to achieve selective binding of compounds into the active site of the β5i subunit of the 
immunoproteasome. The general structure of the synthesised compounds was a 
biphenylpiperidine scaffold to which we attached acrylamide and nitrile »warheads«. We 
expected that our compounds would non-covalently bind in the proximity of the nucleophilic 
catalytic threonine (Thr1) in the active site of the β5i subunit of human immunoproteasome 
and subsequently »warheads« would covalently interact with Thr1. We have also 
synthesised six analogous compounds with carboxyl groups instead of »warheads« to 
evaluate the non-covalent inhibition potential of synthesised derivatives.   
Our initial starting materials were tert-butyloxycarbonyl (Boc) protected piperidine-3-
ilmethyl amine and piperidine-4-ilmethyl amine. We then attached lipophilic fragments to 
the piperidine nitrogen through amine or amide bonds. Amines were formed through the 
reaction of reductive amination with corresponding aldehydes. Amides were formed by the 
use of carboxylic acids with coupling reagents or with acid chlorides. After the removal of 
the Boc-protecting group with acidolysis, acrylic and cyanoacetic acids were attached via 
amide bond. We successfully synthesized eight potential covalent inhibitors of the 
immunoproteasome. The starting point for the carboxylic acid derivatives were nipecotic 
and isonipecotic acid. After initial protection with methyl ester, the attachment of lipophilic 
fragments was achieved as stated above. The methyl ester protection was removed through 
alkaline hydrolysis. 
The biochemical assays performed at the Faculty of Pharmacy, University of Ljubljana have 
reported that none of the end compounds exhibited substantial effect on the target enzyme, 
therefore further optimization is needed.  
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ATP  adenozin trifosfat 
br  razširjeni signal (jedrska magnetna resonanca) 
br s  široki singlet (jedrska magnetna resonanca) 
Boc  t-butiloksikarbonilna skupina 
cCP  konstitutivni proteasom 
CD8+ celice, ki izražajo protein CD8; t.i. citotoksične T-celice imunskega 
sistema 
CDCl3  devteriran kloroform 
d  dublet (jedrska magnetna resonanca) 
dd  dublet dubleta (jedrska magnetna resonanca) 
DMSO dimetilsulfoksid 
EDC 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid 
ER  endoplazemski retikulum 
E1 ubikvitin-aktivirajoči encim 
E2 ubikvitin-konjugirajoči encim 
E3  ubikvitin ligaza 
FDA Ameriška agencija za hrano in zdravila  
HOBt 1-hidroksibenzotriazol 
iCP imunoproteasom 
IFN-γ interferon gama 
IL interlevkin 
IR infrardeča spektroskopija 
J sklopitvena konstanta (jedrska magnetna resonanca) 
m multiplet (jedrska magnetna resonanca) 
MF mobilna faza 
MHC  poglavitni kompleks tkivne skladnosti 
MHz megahertz 
MS masna spektrometrija 
NF-κB transkripcijski jedrni dejavnik κB 
NMM N-metil morfolin 
NMR jedrska magnetna resonanca 
q kvartet (jedrska magnetna resonanca) 
Rf retencijski faktor 
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s singlet (jedrska magnetna resonanca) 
t triplet (jedrska magnetna resonanca) 
TFA trifluoroocetna kislina 
THF tetrahidrofuran 
Thr treonin 
TLC tankoplastna kromatografija 
TNF-α dejavnik tumorske nekroze alfa 
Ub ubikvitin 
 UPS ubikvitin-proteasomski sistem 
δ kemijski premik (jedrska magnetna resonanca) 
η izkoristek reakcije 
λ valovna dolžina 





Ravnotežno stanje proteinov v celici je odvisno od hitrosti njihove biosinteze in razgradnje. 
V evkariontskih organizmih razgradnja poteka v številnih delih celice; v citosolu, 
endoplazemskem retikulumu (ER), v lizosomih ter na membrani (1). Evkariontske celice 
uporabljajo strogo regulirane mehanizme za ustrezno razgradnjo zunajceličnih ter 
znotrajceličnih proteinov. Zunajcelične proteine ter nekatere membranske proteine celice 
razgradijo s fagocitozo ter lizosomskimi encimi iz družine katepsinov ter drugih kislih 
hidrolaz (2). Regulacija znotrajceličnih proteinov pa poteka v manjši meri preko procesa 
avtofagije ter v večji preko ubikvitin-proteasomskega sistema (UPS) (3). Osrednjo vlogo pri 
slednjem ima proteasom 26S, ki naj bi bil odgovoren za razgradnjo preko 80 % vseh v celici 
razgrajenih proteinov. Med njegovimi funkcijami je hitra razgradnja napačno zvitih 
beljakovin ter regulatornih proteinov kot tudi počasnejša razgradnja ostalih znotrajceličnih 
vodotopnih proteinov. Iz tega sledi, da ima proteasom vpliv na vzdrževanje homeostaze 
proteinov in na številne druge celične procese (4). Disregulacijo UPS so dokazano povezali 
z različnimi obolenji, zaviralci proteasoma ter njegove specializirane različice (tj. zaviralci 
imunoproteasoma) pa so s tem postali področje raziskav za iskanje novih terapevtskih 
zdravilnih učinkovin (4-6).  
 
1.1. Energijski vidik razgradnje proteinov 
Marsikaj je še nejasnega glede začetka izbora proteinov za razgradnjo. Predlagani kriteriji 
so določena aminokislinska zaporedja, bazični N-končni aminokislinski ostanek, hidrofobne 
zaplate, ki se razvijejo s staranjem proteina, ter posttranslacijske spremembe proteinov (npr. 
oksidacija, fosforilacija). Na začetku raziskovanja procesov razgradnje znotrajceličnih 
proteinov je veliko zanimanje vzbujala očitna poraba ATP pri teh procesih, kljub temu da je 
znano, da za hidrolizo peptidne vezi energija ni potrebna. Danes vemo, da so v celici od ATP 
odvisne stopnje predhodnik od ATP neodvisnih procesov razgradnje (slika 1). Aktivni 
procesi tako vključujejo razvijanje proteina, deubikvitinacijo ter translokacijo v aktivno 
mesto razgrajevalnih encimov, npr. proteasoma 26S.  Temu nato sledijo procesi, ki za potek 
ne potrebujejo ATP in jih katalizirajo aminopeptidaze, karboksipeptidaze ter endopeptidaze. 
Končni produkti so aminokisline ter kratki peptidi, ki jih lahko celice predstavijo na 
molekulah MHC I (1). 





Slika 1: Od ATP odvisni ter neodvisni procesi razgradnje proteinov (prirejeno po (2)) 
 
1.2. Ubikvitin-proteasomski sistem 
Razgradnja proteina preko UPS poteka v dveh glavnih korakih. Najprej poteče kovalentna 
vezava več molekul ubikvitina na tarčni protein (slika 2-A), nato pa sledi razgradnja 
označenega proteina s pomočjo proteasoma (slika 2-B). 
1.2.1. Poliubikvitinacija 
Ubikvitin (v nadaljevanju Ub) sestavlja 76 aminokislinskih ostankov in je označevalni 
protein za razgradnjo drugih znotrajceličnih proteinov. Ubikvitinacija proteina poteka v treh 
zaporednih korakih (slika 2). V prvem koraku E1 (ubikvitin aktivirajoči encim) aktivira 
molekulo Ub, za kar je potrebna 1 molekula ATP. Pri tem se Ub preko tiol esterske vezi veže 
na cisteinski aminokislinski ostanek E1, pri čemer nastane visoko energijski intermediat 
(slika 3). Nato se preko enake vezi Ub prenese na eno izmed oblik E2 (ubikvitin 
konjugirajočega encima). V tretjem koraku (3 in 4 na sliki 2) pa ena izmed številnih vrst 
substratno specifičnih E3 (ubikvitin-protein ligaz) katalizira povezavo Ub na lizinski 
aminokislinski ostanek tarčnega proteina. Med C-končnim glicinom Ub in aminsko skupino 
lizinskega ostanka tarčnega proteina se tvori izopeptidna vez (1, 5, 7). Na tarčnem proteinu 
se tako z večkratnim vstopom v kaskado E1, E2 in E3 encimov sintetizira poliubikvitinska 
veriga. Potrebne so najmanj 4 molekule Ub za prepoznavo substrata na proteasomu, sicer se 
substrat razgradi na drugačen način (8). Ta sistem doseže svojo visoko selektivnost in 
specifičnost preko dejstva, da obstaja več različic E2, izmed katerih lahko vsaka reagira z 
množico (do danes je bilo najdenih preko 1000) vrst encimov E3, ki so odgovorni za 
prepoznavo substratov (5, 7, 8). Najverjetneje se v tem dejstvu skriva tudi odgovor na 




vprašanje različnih kriterijev za začetek razgradnje med znotrajceličnimi proteini ter 
njihovimi različnimi razpolovnimi časi.  
Slika 2: Zaporedje reakcij označevanja 
tarčnega proteina z ubikvitinom (A) in 
shematska upodobitev razgradnje tarčnega 
proteina s proteasomom (B). (prirejeno po 
(7))  
              
 
Slika 3: Podrobnejši prikaz kemijskih vezi v 
ubikvitin-proteasomskem sistemu (prirejeno 
po (1)) 
                                                                           
                                                                                                                     
1.2.2. Proteasomska razgradnja proteinov 
Regulatorni del 19S proteasoma 26S nato prepozna poliubikvitiniran substrat ter ga najprej 
razvije. Ob tem celične izopeptidaze odstranijo tudi poliubikvitinsko verigo, molekule Ub 
pa se reciklirajo ter ponovno vstopajo v potek poliubikvitinacije v celici (7, 9). Nato 19S 
zagotovi odprtino v α-podenoti dela 20S ter tako prenese substrat v proteolitični del encima. 




Na katalitičnih mestih v podenoti 20S se substrat nato razgradi na manjše, 3 do 22 
aminokislin dolge peptide (2, 9), katerih večino citosolne amino- ter karboksipeptidaze 
razgradijo do prostih aminokislin za ponovno uporabo v celici. Manjši delež teh peptidov se 
prenese do membrane ER, kjer se vežejo na molekule poglavitnega kompleksa tkivne 
skladnosti (MHC) razreda I ter so tako na površini celice predstavljeni citotoksičnim T-
celicam, kar lahko sproži imunski odziv (8). 
 
1.3. Sestava proteasoma 
Proteasomi v celici obstajajo v številnih različnih oblikah. Različni regulatorni oz. 
aktivacijski segmenti se združujejo z osrednjim  jedrom 20S ter tako zagotavljajo omejen 
dostop substratov do notranjega proteolitičnega prostora encima (10). 
 
Osrednji del proteasoma predstavlja sodčkasta  struktura 20S z velikostjo približno 700 kDa, 
ki je zgrajena iz 4 heptamernih obročev, ki so nameščeni en na drugega. Pri vretenčarjih 
poznamo 3 vrste  proteasomskega jedra (CP) 20S:  timoproteasom (tCP), ki se nahaja zgolj 
v epitelijskih celicah timusa, inducibilni imunoproteasom (iCP) se izraža v celicah 
imunskega sistema ter vseprisoten konstitutivni proteasom (cCP) (11). 
Zunanja dva α-obroča, ki ju tvori 7 med seboj različnih podenot α (α1 – α7), imata v 
proteasomu predvsem strukturno vlogo, ki pa z razpiranjem v povezavi z  enoto 19S vrši 
tudi regulatorno vlogo vstopa in izstopa substratov v oz. iz katalitičnega segmenta 
proteasoma (1, 4, 5). 
Notranja β-obroča sta prav tako sestavljena vsak iz 7 med seboj različnih podenot β (β1 – 
β7). Zgolj 3 od teh podenot, β1, β2 in β5, imajo katalitično aktivnost, katero jim zagotavlja 
izpostavljen nukleofilni N-končni treonin, zato spada proteasom med N-končne nukleofilne 
amidaze (1, 11). Proteasomu 20S ima 3 vrste proteolitične aktivnosti, in sicer kimotripsinu 
podobno aktivnost (cepitev za hidrofobnimi aminokislinskimi ostanki) β5-podenote, tripsinu 
podobno aktivnost (cepitev za bazičnimi aminokislinskimi ostanki) β2-podenote ter kaspazi 
podobna aktivnost (cepitev za kislimi aminokislinskimi ostanki) β1-podenote (1). Substrat 
se veže v t.i. »vezavni kanal« ob aktivnem mestu preko 6 žepkov (S1, S2, S3, S1', S2', S3') 
(slika 4). S1-S3 ležijo na N-končni strani substrata, S1'-S3' na C-končni strani substrata, 
ločuje pa jih aktivno mesto, kjer poteče cepitev (Thr1). Aktivno mesto je  tako zakrito v 




sredini proteasomskega kompleksa, s tem pa je preprečena nenadzorovana aktivacija 
proteaze ter prekomerna razgradnja celičnih proteinov (1). 
  
Slika 4: Vezavni žepki v aktivnem mestu proteasoma (prirejeno po (11)) 
 
Nukleofilni treoninski aminokislinski ostanek (Thr1Oγ) tako v od ATP neodvisnem procesu 
napade karbonilni C-atom peptidne vezi, pri čemer izstopita nov N-konec cepljenega 
substrata ter acil-encimski intermediat. Z vstopom nukleofilne molekule vode v reakcijo in 
posledično hidrolizo intermediata se Thr1Oγ obnovi ter izstopi novonastali C-konec 
cepljenega substrata (slika 5) (1, 11, 12). 
 
 
Slika 5: Mehanizem delovanja treoninske (serinske) proteaze, npr. proteasoma (prirejeno po (12)) 
 
20S se v celici lahko nahaja sama, brez spremljajočih regulatornih struktur. Sama po sebi 
lahko razgrajuje celične regulatorne proteine s kratkim razpolovnim časom ter napačno 
zvite, razvite oz. poškodovane proteine. (9) Brez regulatornih končnih delov se 20S sicer 
nahaja v avtoinhibiranem stanju, kjer N-konci α-podenot večinoma preprečujejo vstop 
substratov v notranjost proteinskega kompleksa. Kljub temu pa se fragment 20S v občasnih 
prehodnih stanjih nahaja v obliki, ki omogoča vstop substratov. Ta od ATP neodvisni proces 
razgradnje poteka s hitrostjo, ki je do desetkrat manjša kot pri proteasomu 26S, vendar pri 
samostojnem fragmentu 20S ostaja prednost vezave in razgradnje neubikvitiniranih 




proteinov. 20S namreč bolj selektivno prepoznava z oksidacijo poškodovane proteine ter 
igra pomembno vlogo pri njihovi specifični razgradnji (10). 
20S se lahko na enem ali obeh koncih pridruži regulatorni fragment 19S ter tako omogoči 
nastanek asimetričnega proteasoma 26S (19S-20S) ali pa proteasoma 26S (19S-20S-19S) 
(slika 6) (10). 
 
Slika 6: Povezovanje konstitutivne enote 20S z eno ali dvema enotama 19S v proteasom (prirejeno 
po (10)) 
Proteasom 26S je približno 2000 kDa velika multiproteolitična proteaza, ki razgrajuje 
poliubikvitinirane substrate na manjše peptide (5, 8). Sestavljajo jo osrednja katalitična 
struktura 20S ter 2 končni regulatorni strukturi 19S (8). 
19S oz. PA700 je kompleks podenot, ki z od ATP odvisno vezavo na eno ali obe strani dela 
20S konstitutivnemu proteasomu doda velik nabor funkcij. Poenostavljeno ga lahko 
razdelimo na osnovo, sestavljeno iz 9 podenot (6 od teh ima ATPazno aktivnost), ter pokrov 
iz 8 podenot (brez ATPazne aktivnosti) (slika 7) (1). Procesi, za katere je odgovorna 
regulativna enota 19S, so vezava poliubikvitiniranega substrata preko poliubikvitinske 
verige, deubikvitinacija, razvijanje substrata (delovanje 19S kot reverzni šaperon) (1), 
odpiranje vhoda ter prenos substrata v katalitično enoto 20S (slika 8) (4). 
 
Slika 7: Od ATP odvisen proces sestave proteasomskega kompleksa 26S (prirejeno po (1)) 
 





Slika 8: Funkcijska ureditev proteasomskih podenot (prirejeno po (4)) 
 
1.4. Imunoproteasom 
Imunoproteasom za razliko od proteasoma 26S v zdravem organizmu ni konstitutivno 
prisoten v vseh somatskih celicah, temveč zgolj v celicah vranice ter v celicah 
hematopoetskega izvora (npr. makrofagi, B-celice imunskega sistema, dendritične celice). 
Strukturno se imunoproteasom od konstitutivnega proteasoma 26S razlikuje po regulatornih 
enotah ter katalitičnih β-podenotah. Ob prisotnosti interferona γ (IFN-γ) se tudi v somatskih 
celicah prične sinteza imunoproteasomov (slika 9). Tako se v jedrni del 20S namesto 
katalitičnih β1-, β2- in β5-podenot vgradijo bolj učinkovite homologne katalitične podenote 
β1i (PSMB9/LMP2), β2i (PSMB10/LMP10/MECL-1) in β5i (PSMB8/LMP7) (10, 13). Pri 
sestavljanju jedrnega dela se tako lahko zamenjajo podenote na vseh treh mestih ali pa 
nastanejo mešani proteasomi (β1/β2/β5i in β1i/β2/β5i) (10). 
 




Slika 9: Pod vplivom IFN-γ se proteolitične β-poedenote konstitutivnega proteasoma 20S zamenjajo 
z βi vrsto podenot, ki tako tvorijo imunoproteasom 20S (prirejeno po (10)) 
IFN-γ v celicah inducira tudi sintezo alternativnega regulatornega fragmenta 11S 
(PA28/REG). Pri sesalcih je kompleks 11S sestavljen iz 2 homolognih podenot PA28α 
(REGα/PSME1) in PA28β (REGβ/ PSME2). PA28α/β naj bi povečal sposobnost razgradnje 
kratkih peptidov, specifičnost za razgradnjo oksidiranih substratov ter proizvodnjo daljših 
peptidov s kislim C-koncem, ki so se tako kot antigeni sposobni vezati na molekule MHC I 
ter sprožiti odziv celic T CD8+. Mnenja, ali gre za mehanizem odziva na patogen ali zgolj 
za preprečevanje prekomernega citotoksičnega odziva na telesu lastne antigene, so še 
deljena. Tretji protein družine PA28 pa je PA28γ (REGγ/antigen Ki), ki se z jedrom 20S 
združuje predvsem v celičnem jedru ter nastaja neodvisno od IFN-γ. Tako najbrž nima 
pomembne vloge v imunskem odzivu temveč v regulaciji celičnega cikla ter tumorogenezi 
(10). Regulatorni fragmenti se lahko v različnih kombinacijah združujejo z proteasomskim 
jedrom 20S ter tako tvorijo cCP, iCP ali pa mešane proteasome (slika 10). 
  
 
Slika 10: Imunoproteasomsko 20S jedro se v različnih kombinacijah lahko združi z regulatornimi 
fragmenti (prirejeno po (10)) 
 
V primerjavi s konstitutivnim proteasomom, imunoproteasom izkazuje povišano 
kimotripsinsko ter tripsinsko aktivnost in pa manjšo kaspazno aktivnost, kar vodi k 
proizvodnji peptidov, optimiziranih za vezavo na molekule MHC I in sprožitev imunskega 
odziva (14). 
 
1.5. Z imunoproteasomom povezana patologija 
Spremembe v aktivnosti, povišano izražanje imunoproteasoma ter akumulacijo 
ubikvitiniranih substratov številne raziskave povezujejo z različnimi bolezenskimi stanji. Te 




spremembe bi lahko bile ali vzrok ali posledica bolezni. Spremembe na imunoproteasomu 
se lahko pojavljajo zaradi genskih sprememb, polimorfizma ali mutacij (15, 16). 
 
Bolezenska stanja, povezana z imunoproteasomskim neravnovesjem, so: 
- vnetje, 
- rakava obolenja: maternični leiomiosarkom, rak debelega črevesja, levkemija, 
diseminirani plazmacitom, pljučni rak, rak prostate, 
- starostna degeneracija rumene pege (ARMD), 
- nevrodegenerativne bolezni: Alzheimerjeva bolezen, Huntingtonova bolezen, 
Parkinsonova bolezen, 
- avtoimunske bolezni: amiotrofična lateralna skleroza (ALS), psoriaza, revmatoidni 
artritis, multipla skleroza (11, 15, 16). 
 
1.6. Zaviralci proteasoma 
Zaviranje konstitutivnega proteasoma v celici privede do kopičenja tako napačno zvitih 
proteinov kot reaktivnih kisikovih zvrsti, kar pripomore k višjim ravnem stresa ER ter 
razvijanju proteinov. Prav tako zaviranje proteasoma pripelje do večje količine nerazgrajenih 
tumorskih supresorjev (npr. ciklin kinaza) ter zavira poti vnetja (npr. kaskado NF-κB z 
antiapoptotičnimi tarčnimi geni). Vse to pripelje do kopičenja proapoptotičnih dejavnikov, 
kar posledično vodi do zaviranja celičnega cikla in apoptoze. Kot mehanizem selektivne 
toksičnosti služi dejstvo, da hitro deleče se maligne celice potrebujejo višje kapacitete 
proteasomske aktivnosti za razgradnjo ciklinov ter večjih količin napačno zvitih proteinov. 
Tako zaviranje proteasoma inducira predvsem celično smrt neoplastičnih celic, medtem ko 
zdrave celice lažje prenašajo ta stres (11). 
Povišane koncentracije proteasoma so značilne predvsem za tumorske celice. 
Imunoproteasom pa po drugi strani povezujemo predvsem z nevrodegenerativnimi 
boleznimi, avtoimunskimi stanji ter nekaterimi vrstami raka. Prekomerno izražanje 
imunoproteasoma korelira tudi s tumorogenezo, povezano kroničnim vnetjem , 
kardiovaskularnim vnetjem in produkcijo citokinov. Selektivno zaviranje imunoproteasoma 
tako predstavlja obetaven pristop za zdravljenje zgoraj navedenih bolezni (11). 
Trenutno so na trgu s strani FDA odobrene tri zdravilne učinkovine iz skupine neselektivnih 
zaviralcev proteasoma, in sicer  bortezomib, karflizomib ter iksazomib, klinično vrednotijo 




še oprozomin ter delanzomib. Zaenkrat jih uporabljamo predvsem na področju zdravljenja 
multiplega mieloma ter limfoma plaščnih celic (17, 18). 
V raziskave v okviru iskanja novih učinkovin so vključene predvsem majhne peptidom 
podobne molekule, saj jim to omogoča enako vezavo v aktivno mesto kot pri naravnih 
peptidnih substratih. Selektivnost zdravilnih učinkovin dosegamo predvsem s 
spreminjanjem stranskih verig molekul. Med obstoječimi zaviralci jih največ selektivno 
zavira β5-podenoto cCP/iCP, kar vodi v apoptozo tumorskih celic. Zaviranje β1- ali β2-
podenote naj ne bi neposredno povzročilo celične smrti, temveč zgolj povečalo občutljivost 
malignih celic na zaviralce β5. Vsi zaviralci, ki so trenutno registrirani ali v procesu kliničnih 
raziskav, so neselektivni (tj. zavirajo tako cCP kot iCP), z izjemo KZR-616. Učinkovitost 
zaviralcev je odvisna predvsem od vrste t.i. elektrofilne »bojne glave«, ki deluje kot tarča za 
napad nukleofilne hidroksilne skupine Thr β1, β2 ter β5. Tako se vzpostavi kovalentna vez 
med zaviralcem ter encimom, zaviranje pa je lahko reverzibilno ali ireverzibilno. V spodnji 
preglednici so prikazane najpogostejše elektrofilne funkcionalne skupine zaviralcev 
proteasoma ter njihovi mehanizmi delovanja (preglednica 1) (11). 
 
Preglednica 1: Prikaz mehanizma delovanja najpogostejših skupin zaviralcev proteasoma in 
























1.6.1. Neselektivni zaviralci proteasoma in imunoproteasoma 
1.6.1.1. Bortezomib 
Bortezomib (slika 11), ki je po strukturi dipeptidni boronat, je prvi zaviralec proteasoma, ki 
ga je odobrila FDA za zdravljenje multiplega mieloma ter limfoma plaščnih celic, hkrati pa 




trenutno potekajo tudi klinična vrednotenja njegove učinkovitosti za zdravljenje tumorjev 
nehematološkega izvora.  
Mehanizem njegovega delovanja je tvorba reverzibilne kovalentne boronatne vezi z 
aktivnim mestom β5c- ter β5i-podenote. Vezava N-končnega pirazinskega dela bortezomiba 
v žep S3 je odgovorna za njegovo neselektivnost – zavira namreč različne proteasomske 
podenote (β5c, β5i, β1i ter do določene mere tudi preostale katalitične β-podenote) ter 
posledično hude neželene učinke pri zdravljenju z njimi. Pojavljajo se namreč periferne 
nevropatije, gastrointestinalne težave, trombocitopenija ter nevtropenija. Med njegove 
neugodne lastnosti spadajo še izključno intravenska uporaba in postopen razvoj odpornosti 
ter ponovitve bolezni po zdravljenju z bortezomibom (11, 18). 
 
Slika 11: Bortezomib in njegova vezava v aktivno mesto proteasoma (prirejeno po (11)) 
 
1.6.1.2. Druga generacija zaviralcev proteasoma: karfilzomib in oprozomib 
Karfilzomib (slika 12) je drugi zaviralec proteasoma, ki ga je FDA odobrila za zdravljenje 
multiplega mieloma ter trdnih tumorjev. Ima tetrapeptidno strukturo z epoksiketonskim 
elektrofilnim fragmentom ter N-acil morfolinskim delom. Njegov mehanizem delovanja 
temelji na ireverzibilni tvorbi nove morfolinske strukture z  Thr1Oγ in Thr1N v aktivnem 
mestu proteasoma. Njegova selektivnost za β5c/i je precej višja kot pri bortezomibu, prav 
tako pa epoksi-ketonska »bojna glava« povzroča manj interakcij z netarčnimi celičnimi 
proteini ter tako vodi do zmanjšanja nevrotoksičnosti kot neželenega učinka. Tudi pri 
karfilzomibu je uporaba omejena na izključno intravensko in njegova razpolovna doba je 
kratka, zato so raziskave vodile do peroralno uporabnega oprozomiba (ONX 0912; slika 13). 
Slednjega trenutno vrednotijo v kliničnih raziskavah za zdravljenje trdnih tumorjev in 
hematoloških rakavih obolenj (11, 18, 19). 




    
Slika 12: Karflizomib in njegova vezava v 
aktivno mesto proteasoma (prirejeno po (11)) 
                          
Slika 13: Oprozomib in njegova vezava v 
aktivno mesto proteasoma (prirejeno po (11)) 
     
1.6.1.3. Iksazomib 
Iksazomib (slika 14) je prvi peroralno uporaben reverzibilni zaviralec proteasoma, ki ga je 
odobrila FDA. Uporabljamo ga v kombinirani terapiji multiplega mieloma, v kliničnih 
raziskavah pa kaže učinkovitost tudi pri zdravljenju drugih oblik raka. V terapiji 
uporabljamo kot predzdravilo iksazomibcitrat, ki nato v telesu hidrolizira do biološko 
aktivnega derivata boronske kisline. Ima bolj ugoden farmakokinetični ter farmakodinamski 
profil kot bortezomib. Njegova primarna tarča je β5c-podenota, deloma pa zavira tudi β1c 
ter β2c. Njegovo morebitno delovanje na imunoproteasom je še neznano (18, 20). 
 
Slika 14: Iksazomib in njegova vezava v aktivno mesto proteasoma (prirejeno po (11)) 
 





Marizomib (slika 15) vsebuje biciklično jedrno strukturo β-lakton-γ-laktam. Njegov 
mehanizem delovanja temelji na nukleofilnem napadu Thr na karbonilni C-atom 
marizomiba. Posledično se β-laktonski obroč razpre, tvori pa se acil-encimski 
ester. Marizomib je močnejši zaviralec β2c in β5c kot bortezomib. V kliničnih 
raziskavah se je doslej izkazal kot obetavna terapija multiplega mieloma, 
levkemije ter trdnih tumorjev (11, 18).  
 
 
Slika 15: Marizomib in njegova vezava v aktivno mesto proteasoma (prirejeno po (11)) 
 
1.6.2. Selektivni zaviralci imunoproteasoma 
Povišano izražanje iCP so opazili pri mnogih bolezenskih stanjih, kot so na primer 
nevrodegenerativna stanja, avtoimunska obolenja ter določene vrste raka. Zato se je razvila 
ideja selektivnega zaviranja iCP kot novega pristopa k zdravljenju zgoraj omenjenih obolenj 
(11). S selektivnim ciljanjem imunoproteasoma preprečimo nespecifično delovanje 
učinkovin v telesu, kar vodi k zmanjšanju pojava neželenih učinkov, kot so periferna 
nevropatija in gastrointestinalne težave. Prav tako pa se uveljavlja prepričanje, da povišane 
ravni iCP vodijo k povečani občutljivosti levkemičnih celic na zdravilne učinkovine iz 
skupine zaviralcev proteasoma, kar bi lahko pomenilo, da so selektivni zaviralci iCP 
uporabni tudi pri zdravljenju hematoloških malignih obolenj (19). 
Zaradi razlik v strukturi podenot cCP ter iCP je moč opaziti razlike v preferenci vezave ter 
razgradnje substratov. Izkoriščanje teh razlik se je dokazalo kot dobra strategija za doseganje 
selektivnosti zaviranja med iCP ter cCP. Specifičnost v večji meri lahko dosegamo z 
natančnim načrtovanjem narave peptidnih fragmentov zaviralca oz. ujemanje njihovih 
stranskih verig (P) z vezavnimi žepi (S) (glej sliko 4), v nekaterih primerih pa tudi z uporabo 
druge »bojne glave« (21). 
Glavne razlike med β1c in β1i povzročajo razlike v primarnem aminokislinskem zaporedju 
T20V, T31F, R45L in T52A, ki povečajo hidrofobnost žepa S1 ter zmanjšajo njegovo 
celokupno velikost. Prav tako sta pomembni zamenjavi T22A in A27V, ki pri β1i zmanjšata  
in naredita žep S3 bolj polaren. 
β5i ima v prvi vrsti v primerjavi z β5c večji ter bolj hidrofoben žep S1. Ta je posledica 
posebne konformacije Met45, ki jo zagotavlja njegova interakcija z alifatsko stransko verigo 




Gln53 v β5i. Poleg tega ima β5i zelo plitek žep S2 ter manjši in bolj hidrofilen žep S3 kot 
β5i (21). 




UK-101 (slika 16) je prva odkrita spojina iz skupine specifičnih zaviralcev β1i. Njegova 
struktura je zasnovana na podlagi strukture dihidroeponemicina, za selektivnost pa je 
odgovorna velika hidrofobna heptanojska veriga na mestu P3. Stranska veriga Leu se veže 
v žep S1 β1i. UK-101 se je izkazal kot učinkovit pospeševalec celične smrti tumorskih celic 
prostate, v katerih je aktivnost β1i še posebej močno izražena (11). 
 
Slika 16: UK-101 in njegova vezava v aktivno mesto proteasoma (prirejeno po (11)) 
 
1.6.2.2. IPSI-001 
IPSI-001, imenovan tudi kalpeptin (slika 17, je drugi specifični reverzibilni zaviralec β1i 
(100-kratna selektivnost vezave na β1i v primerjavi z β1c). Dokazano deluje apoptotično na 
maligne celice hematološkega izvora kot tudi na maligne celice, ki so razvile odpornost proti 
bortezomibu. Prav tako naj bi povzročal manj citotoksičnih učinkov na nemaligne celice.  
Slabost tega zaviralca je njegova navzkrižna reaktivnost z mnogimi encimskimi sistemi 
zaradi slabe metabolne stabilnosti aldehidne »bojne glave«. Tako naj bi zaviralno deloval 
tudi na cisteinske proteaze ter na β5c- in β5i-podenoti (11). 
 




Slika 17: IPSI-001 in njegova vezava v aktivno mesto proteasoma (prirejeno po (11)) 
 
1.6.2.3. ONX 0914 
ONX 0914 (slika 18) je ireverzibilni selektivni zaviralec β5i-podenote z α′,β′‐
epoksiketonsko funkcionalno skupino. Njegova preferenca vezave na β5i je 40-krat večja 
kot za β5c. Razlog za to je omogočena vezava velikega hidrofobnega fenilnega fragmenta 
P1 v žep S1 β5i, medtem ko neugodna orientacija aminokislinskega ostanka Met45 podenote 
β5c to vezavo preprečuje s steričnim oviranjem.  
Fiziološki učinek ONX 0914 je predvsem imunomodulatorni, nima pa protitumornega 
delovanja. Zmanjša nastajanje vnetnih citokinov (IL-6, IL-23, TNF-α), kar zavre 
diferenciacijo celic TH1 in TH17, medtem ko regulatorne T-celice niso prizadete. Prav tako 
zmanjša izražanje MHC-I na površini celic ter od imunoproteasoma odvisno tvorbo 
antigenskih peptidov za vezavo nanje, kar vpliva na odziv citotoksičnih T-celic. Obetavne 
rezultate je tako pokazal pri zdravljenju revmatoidnega artritisa, eksperimentalnega kolitisa 
ter sistemskega lupusa eritematosusa (11). 
 
 
Slika 18: ONX 0914 in njegova vezava v aktivno mesto proteasoma (prirejeno po (11)) 
 
 1.6.2.4. PR-924 
PR-924 (slika 19) je tripeptidni kovalentni selektivni zaviralec β5i z epoksiketonskim 
funkcionalnim fragmentom. Ima 100-krat večjo selektivnost za imunoproteasom kot 
karfilzomib in ima predvsem protitumorno delovanje, zato zavira rast humanih celic 
multiplega mieloma (19). 





Slika 19: PR-924 in njegova vezava v aktivno mesto proteasoma (prirejeno po (11)) 




2. NAMEN DELA 
Imunoproteasom je po najnovejših raziskavah validirana tarča pri zdravljenju določenih vrst 
rakavih obolenj ter avtoimunskih bolezni. Na trgu dostopni zaviralci treoninskih proteaz so 
dokaj učinkoviti z IC50 vrednostmi v nizkem nanomolarnem območju, vendar se ob njihovi 
uporabi zaradi neselektivnosti med proteasomom in imunoproteasomom pojavljajo tudi hudi 
neželeni učinki, kot so spremembe krvne slike, gastrointestinalne težave ter nevrotoksičnost.  
 
2.1. Načrt dela 
V tem magistrskem delu se bomo posvetili načrtovanju in sintezi selektivnih kovalentnih 
zaviralcev β5i-podenote humanega imunoproteasoma z nepeptidnim centralnim ogrodjem. 
Večina do danes znanih in registriranih zaviralcev imunoproteasoma ima peptidno strukturo, 
kar povzroča nagnjenost k slabi metabolni stabilnosti ter nizki biološki uporabnosti. Razvoj 
selektivnih zaviralcev imunoproteasoma z nepeptidnim ogrodjem obeta tako izboljšane 
farmakodinamične kot tudi fizikalno kemijske lastnosti spojin, kar bi privedlo do boljših 
farmakokinetičnih profilov (23). 
Načrtovanje bo potekalo na osnovi strukture liganda oz. že znanega zaviralca 
imunoproteasoma. Naša izhodiščna spojina za virtualno rešetanje je psoralen, katerega 
derivati so se v predhodnih raziskavah že izkazali za učinkovite selektivne zaviralce β5i (23).  
Najprej  bomo s pomočjo podatkovne baze CHEMBL ter programsko opremo CHOMP 
(Chemical Heuristic for Optimal Molecular Pieces; OpenEye Scientific Software Inc., Santa 
Fe, NM) oblikovali začetno knjižnico fragmentov s 5.923.570 spojinami. V naslednjem 
koraku bomo izhodiščno strukturo fragmentirali ter ločili osrednji psoralenski del od 
stranskih verig. Na ta način bomo lahko nato v obdelavo s programsko opremo BROOD 
(OpenEye Scientific Software Inc., Santa Fe, NM) vključili zgolj osrednji psoralenski skelet. 
Rezultat bo bioizosterična zamenjava psoralena z analogi nipekotamida. Razlog za izbiro 
nipekotamida kot osrednje strukture je tudi dejstvo, da ponuja številne možnosti za 
modifikacijo in derivatizacijo ter da je uvedba različnih elektrofilnih »bojnih glav« nanj 
sintezno dostopna.  
Zgornjim zaključkom bo sledila sinteza derivatov, ki ustrezajo izdelani shemi družine spojin 
(slika 20), ter njihovo biokemijsko ovrednotenje. 





Slika 20: Izhodiščna shema struktur sintetiziranih spojin 
Aminopiperidinskemu skeletu bomo uvajali planarne lipofilne fragmente na mesto 1 in 
poskušali ovrednotiti selektivnost vezave na β5i-podenoto humanega imunoproteasoma. Na 
drugi strani osnovnega skeleta pa bomo z dodajanjem elektrofilne »bojne glave« zagotovili 
mesto napada nukleofilnega katalitičnega treonina (Thr1) v aktivnem mestu naše tarčne 
podenote encima in poskušali načrtovati kovalentne zaviralce.  
Poleg spojin, od katerih pričakujemo kovalentno zaviralno delovanje, bomo sintetizirali tudi 
derivate nipekotinske ter izonipekotinske kisline. Pri načrtovanju zaviralcev obstaja namreč 
želja, da tudi preostali del spojine sodeluje v interakcijah s tarčo. Tako bomo preverjali, 
kakšen vpliv na zaviranje tarče imajo sam skelet, uvedeni fragmenti ter bojne glave. 
 
2.2. Delovne hipoteze 
Tekom našega raziskovalnega dela bomo preverjali in vrednotili sledeči hipotezi:  
1) Z metodami računalniško podprtega načrtovanja molekul lahko poenostavimo strukturo 
predhodno objavljenih psoralenskih zaviralcev imunoproteasoma. 
2) Za učinkovitost aminopiperidinskih derivatov sta pomembni topolgija molekule in izbira 
ustrezne bojne glave.




3. MATERIALI IN METODE 
3.1. Materiali 
Reagenti in topila: 
Reagente in topila, ki smo jih uporabljali pri izvedbi eksperimentalnega dela, smo pridobili 
s strani sledečih proizvajalcev: 




Voda, ki je v uporabi v fakultetnih laboratorijih, je prečiščena ter demineralizirana s 
pomočjo ionskih izmenjevalcev. 
3.2. Metode 
3.2.1. Kromatografske metode 
Tankoplastna kromatografija (TLC) 
TLC je preprosta, vendar zelo pomembna metoda, s pomočjo katere smo lahko spremljali 
potek kemijskih reakcij, grobo ugotavljali čistost produktov ter optimizirali izbor mobilne 
faze za čiščenje produktov s kolonsko kromatografijo. 
Stacionarna faza naših TLC-analiz so bile plošče DC Kieselgel 60 F254 proizvajalca Merck 
(Darmstadt, Nemčija) z 0,2-mm nanosom silikagela na aluminijastem nosilcu z dodanim 
fluorescenčnim indikatorjem. Sestavo mobilne faze smo prilagajali glede na potrebo 
posameznega poskusa in je zatorej navedena pri vsakem poskusu posebej. Pri detekciji 
spojin smo si pomagali s kombinacijo UV-detektorja (λ = 254 nm) ter orositvenih reagentov 
(ninhidrin, 2,4-dinitrofenilhidrazin in bromkrezolno zeleno). 
 
Kolonska kromatografija 
Metodo kolonske kromatografije smo uporabljali za končno čiščenje spojin. Uporabljali smo 
steklene kromatografske kolone različnih dolžin in premerov, odvisno od mase vzorca. Kot 
stacionarno fazo smo uporabljali SilicaGel 60 z velikostjo delcev 0,04-0,063 mm, 
proizvajalca Merck. Mobilne faze smo določali za vsako čiščenje posebej ter so navedene 
pri posameznih spojinah v poglavju Eksperimentalno delo. S TLC smo določili frakcije, ki 




so vsebovale našo spojino, jih združili, uparili topilo pri znižanem tlaku ter s 
spektroskopskimi metodami potrdili identiteto očiščenega produkta. 
 
3.2.2. Spektroskopske metode 
Jedrska magnetna resonanca (NMR) 
Za snemanje NMR-spektrov smo uporabili spektrometer Bruker Avance DPX 400 MHz na 
Fakulteti za farmacijo v Ljubljani. Pri snemanju smo uporabljali devterirana topila DMSO-
d6 in CDCl3. Kot interni standard smo uporabili tetrametilsilan (TMS). Za obdelavo spektrov 
smo uporabili program Mest-ReC. Kemijski premiki (δ) so podani v ppm, sklopitvene 
konstante (J) pa v Hz. Identifikacijo spojin smo potrjevali z 1H in 13C NMR spektri. 
 
Masna spektrometrija (MS) 
Masne spektre s tehniko ionizacije ESI (electrospray ionisation) smo posneli na 
spektrometru Advion expression L na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani.  
 
Infrardeča spektroskopija (IR) 
Za IR spektroskopijo smo uporabili spektrometer Perkin Elmer Spectrum BX System FT-IR 
na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani. Izbrana tehnika snemanja je bila ATR (attenuated total 
reflectance – oslabljena popolna odbojnost). 
 
3.2.3. Ostalo 
Določanje temperature tališč 
Nekorigirane talilne intervale spojin smo določili na Kofflerjevem talilnem mikroskopu z 
ogrevalno mizico Leica. 
 
Računalniška programska oprema: 
Za poimenovanje spojin in risanje kemijskih struktur ter reakcijskih shem smo uporabili 
računalniška programa ChemDraw Ultra 12.0 ter ChemBioDraw Ultra 16.0 (Perkin Elmer 
Informatics). Spektre NMR smo procesirali s programom MestRe-C 4.8.6.0 (Mestrelab 
Research, S.L.). Vir znanstvenih člankov ter gradiv za načrtovanje sinteznih postopkov sta 
bili podatkovna zbirka SciFinder Scholar, brskalnik ScienceDirect ter brskalnik PubMed.




4. EKSPERIMENTALNI DEL 
4.1. Sinteza benzilpiperidinskih meta derivatov  
 
Slika 21: Shema sinteznega postopka končnih spojin 3 in 4   
 
4.1.1. Sinteza 1-benzilpiperidin-3-karboksamida (1) 
Raztopini piperidin-3-karboksamida (1,00 g, 7,80 mmol) v etanolu (EtOH) (60 mL) smo 
dodali trdni kalijev karbonat (K2CO3) (2,16 g, 15,6 mmol) in benzil bromid (1,02 mL, 8,90 
mmol). Reakcijsko zmes smo mešali čez noč pri 85 °C. EtOH smo nato uparili pri znižanem 
tlaku in trden preostanek raztopili v zmesi etil acetata (EtOAc) (50 mL) in vode (50 mL). 
Vodno fazo smo ekstrahirali z diklorometanom (DKM) (5 × 20 mL). Zbrane organske faze 
smo spirali z natrijevim kloridom (NaCl) (nasičena raztopina v vodi, 1 × 30 mL) ter dodali 
sušilno sredstvo brezvodni natrijev sulfat (Na2SO4). Organsko fazo smo uparili pri znižanem 
tlaku. Trdni preostanek smo prelili s heksanom (60 mL), zmes čez noč pustili v 
zamrzovalniku ter nato oborino odfiltrirali s presesavanjem.  





η = 73 %; TLC (EtOAc : MeOH = 1:1), Rf  = 0.57; bela trdna snov, tališče = 90–93 °C; 1H 
NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 7.25–7.35 (m, 7H, 5 × Ar-H in CONH2), 6.76 (s, 1H, NH), 
3.41–3.49 (m, 2H, CH2), 2.75–2.78 (m, 1H, CH2), 2.68–2.71 (m, 1H, CH2), 2.27–2.39 (m, 
1H, CH), 1.87–2.00 (m, 2H, CH2), 1.71–1.75 (m, 1H, CH2), 1.59–1.64 (m, 1H, CH2), 1.39–
1.49 (m, 1H, CH2), 1.26–1.36 (m, 1H, CH2) ppm; 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 24.3, 
27.2, 42.3, 53.1, 55.8, 62.5, 126.8, 128.1, 128.1, 128.5, 128.8, 138.3, 175.5 ppm; IR (ATR): 
ν 3335, 3166, 2942, 2801, 2763, 1627, 1494, 1429, 1446, 1338, 1254, 1101, 1070, 915, 857, 
734, 698, 565, 517 cm–1; ESI-MS m/z izračunano za C13H18N2O [M+H]+ 219.1, najdeno 
218.8. 
 
4.1.2. Sinteza (1-benzilpiperidin-3-il)metanamina (2) 
Spojini 1 (1,93 g, 8,90 mmol) smo pod argonovo atmosfero dodali brezvodni tetrahidrofuran 
(THF) (40 mL). Potem ko se je 1 popolnoma raztopil, smo med mešanjem na ledeni kopeli 
reakcijski zmesi dodali reducent litijev aluminijev hidrid (LiAlH4) (470 mg, 12,4 mmol). 
Sprva smo reakcijsko zmes mešali na ledeni kopeli 1H, nato pa pri 80°C 48 h. Potek 
kemijske reakcije smo nato prekinili z dodatkom EtOAc (5 mL) in hladne vode (5 mL). 
Reakcijski zmesi smo dodali DKM (20 mL) in vodo (25 mL) ter ločili fazi. Vodno fazo smo 
ekstrahirali z DKM (5 × 20 mL). Združene organske faze smo spirali z NaCl (nasičena 
raztopina v vodi, 1 × 30 mL) ter dodali Na2SO4. Organsko fazo smo uparili pri znižanem 
tlaku. Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc : MeOH = 1 : 1). 
 
η = 36 %; TLC (EtOAc:MeOH = 1:1) Rf = 0.04; rumeno olje;  (1H NMR (400 MHz, DMSO-
d6): δ 7.22–7.34 (m, 5H, Ar-H), 3.42 (dd, J1 20.4 Hz, J2 13.2 Hz, 2H, CH2), 2.82–2.85 (m, 
1H, CH2), 2.66–2.69 (m, 1H, CH2), 2.32–2.43 (m, 2H, CH2), 1.86 (td, J1 11.2 Hz, J2 2.8 Hz, 
1H, CH2), 1.67–1.71 (m, 1H, CH2), 1.54–1.63 (m, 2H, CH2), 1.36–1.50 (m, 2H, CH2), 0.84 
(qd, J112.0 Hz, J2 = 4.0 Hz, 1H, CH) ppm. 
 
4.1.3. Sinteza N-((1-benzilpiperidin-3-il)metil)-2-cianoacetamida (3) 
Cianoocetni kislini (70,0 mg, 0,800 mmol) smo dodali EDC (0,360 g, 1,90 mmol), HOBt 
(0,120 g, 0,800 mmol), DKM (5 mL) ter N-metil-morfolin (NMM) (0,400 mL). Reakcijsko 
zmes smo mešali 15 min na ledeni kopeli. 2 (130 mg, 0,600 mmol) smo raztopili v DKM 
(25 mL) in raztopino dodali reakcijski zmesi, nato pa pri sobni temperaturi pustili mešati čez 




noč. DKM smo uparili pri znižanem tlaku. Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo 
(MF = DKM : EtOAc : MeOH = 1 : 1 : 1.   
 
η = 50 %; TLC (DKM : EtOAc : MeOH = 1 : 1 : 1) Rf = 0.55; rumeno olje; 1H NMR (400 
MHz, CDCl3): δ 7.34–7.38 (m, 5H, Ar-H), 6.99 (s, 1H, CONH), 3.78 (d, J 13.2 Hz, 1H, 
CH2), 3.63 (d, J 13.2 Hz, 1H, CH2), 3.38 (s, 2H, CH2), 3.22–3.33 (m, 2H, CH2), 2.80–2.90 
(m, 2H, CH2), 2.36 (s, 1H, CH2), 2.09–2.20 (m, 2H, CH2), 1.74–1.77 (m, 3H, CH2), 1.17 (d, 
J 8.0 Hz, 1H, CH2) ppm; IR (ATR): ν 3231, 3060, 2932, 2802, 2256, 1665, 1554, 1454, 
1342, 1243, 1073, 1028, 920, 730, 696, 644, 553 cm–1; ESI-MS m/z izračunan za C16H21N3O 
[M+H]+ 272.2, najdeno 271.7; [M–H]– 270.2, najdeno 269.7.  
 
4.1.4. Sinteza N-((1-benzilpiperidin-3-il)metil)akrilamida (4) 
Akrilni kislini (60,0 mg, 0,800 mmol) smo dodali EDC (360 mg, 1,90 mmol), HOBt (120 
mg, 0,800 mmol), DKM (5 mL) ter NMM (0,4 mL). Reakcijsko zmes smo mešali 15 min na 
ledeni kopeli. 2 (130 mg, 0,600 mmol) smo raztopili v DKM (25 mL) in raztopino dodali 
reakcijski zmesi, nato pa pri sobni temperaturi pustili mešati čez noč. DKM smo uparili pri 
znižanem tlaku. Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = DKM : EtOAc : 
MeOH = 1 : 1 : 1) .   
 
η = 19 %; TLC (DKM : EtOAc : MeOH = 1 : 1 : 1) Rf = 0.42; rumeno olje; 1H NMR (400 
MHz, CDCl3): δ  7.24–7.31 (m, 5H, Ar-H), 6.23 (dd, J1 17.0 Hz, J2 1.4 Hz, 1H, =CH2), 6.04 
(dd, J1 17.0 Hz, J2 10.2 Hz, 1H, =CH), 5.89 (bs, 1H, CONH), 5.60 (dd, J1 10.2 Hz, J2 1.4 
Hz, 1H, =CH2), 3.41–3.54 (m, 2H, CH2), 3.27 (t, J 6.2 Hz, 2H, CH2), 2.64–2.73 (m, 2H, 
CH2), 2.08–2.12 (m, 1H, CH), 1.81–1.95 (m, 2H, CH2), 1.66–1.73 (m, 2H, CH2), 1.50–1.60 
(m, 1H, CH2), 1.09–1.14 (m, 1H, CH2) ppm. 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 24.4, 28.4, 
35.9, 43.3, 54.1, 57.6, 63.5, 126.2, 127.0, 128.2, 129.1, 130.1, 138.4, 165.6 ppm. 
 




4.2. Sinteza bifenil-4-karbonilpiperidinskih meta derivatov 
 
Slika 22: Shema sinteznega postopka končne spojine 7  
 
4.2.1. Sinteza terc-butil((1-([1,1'-bifenil]-4-karbonil)piperidin-3-il)metil) 
karbamata (5) 
Terc-butil(piperidin-3-metilil)karbamat (500 mg, 2,30 mmol) smo raztopili v DKM (20 mL) 
in NMM (1 mL). Reakcijski zmesi smo dodali [1,1'-bifenil]-4-karbonil klorid (530 mg, 2,50 
mmol) ter jo pustili mešati čez noč pri sobni temperaturi. Nato smo reakcijsko zmes spirali 
postopno z 10% raztopino citronske kisline (20 mL), nasičeno vodno raztopino natrijevega 
hidrogenkarbonata (NaHCO3 (aq, sat.)) (20 mL), z NaCl (nasičena raztopina v vodi, 1 × 30 
mL) ter dodali Na2SO4. Organsko fazo smo uparili pri znižanem tlaku, produkt pa očistili s 
kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc : heksan = 1 : 1).  
 
η = 32 %; TLC (EtOAc : heksan = 1 : 1) Rf = 0.27; bela trdna snov; tališče = 105–108°C; 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 7.70–7.74 (m, 4H, Ar-H), 7.39–7.52 (m, 5H, Ar-H), 6.81 
+ 7.00 (2 × s, 1H, CONH), 4.37 (s, 1H, CH), 3.54–3.67 (m, 1H, CH2), 2.68–3.02 (m, 4H, 2 
× CH2), 1.60–1.76 (m, 3H, CH2), 1.20–1.41 (m, 11H, CH2 in 3 × CH3) ppm; IR (ATR): ν 




3363, 2937, 1680, 1630, 1610, 1527, 1430, 1255, 1161, 1137, 848, 752, 702, 627 cm–1; ESI-
MS m/z izračunano za C24H30N2O3 [M–H]– 393.2, najdeno 392.7; [M+Na]+ 417.2, najdeno 
416.7; [M+CH3CN+Na]+ 458.3, najdeno 457.6.  
 
4.2.2. Sinteza (1-([1,1’-bifenil]-4-karbonil)piperidin-3-il)metanaminijevega 2,2,2-
trifluoroacetata (6) 
Raztopini 5 (280 mg, 0,700 mmol) v DKM (10 mL) smo dodali trifluoroocetno kislino 
(TFA) (4 mL). Reakcijsko zmes smo mešali 4 h pri sobni temperaturi (dokler izhodne spojine 
ni bilo več moč zaznati s TLC). DKM in TFA smo uparili pri znižanem tlaku. Produkt smo 
prelili z dietiletrom (Et2O) (60 mL) in pustili stati čez noč pri sobni temperaturi. Et2O smo 
uparili pri znižanem tlaku. 
 
η = 84 %; TLC (EtOAc) Rf = 0.0; bela trdna snov; tališče = 53–56°C; 1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6): δ 7.85 (bs, 3H, NH3+), 7.70–7.75 (m, 4H, Ar-H), 7.47–7.52 (m, 4H, Ar-H), 7.41 
(t, J 7.6 Hz, 1H, Ar-H), 4.42 (s, 1H, CH), 3.59 (s, 1H, CH2), 3.07 (s, 1H, CH2), 2.79 (s, 3H, 
CH2), 1.83–1.89 (m, 2H, CH2), 1.66 (s, 1H, CH2), 1.39–1.44 (m, 1H, CH2), 1.24–1.33 (m, 
1H, CH2) ppm; IR (ATR): ν 2936, 1676, 1599, 1555, 1469, 1440, 1276, 1199, 1173, 1127, 
1008, 835, 798, 748, 721, 698 cm–1; ESI-MS m/z izračunano za C19H22N2O [M+H]+ 295.2, 




Cianoocetni kislini (40,0 mg, 0,400 mmol) smo dodali EDC (260 mg, 1,3 mmol), HOBt 
(90,0 mg, 0,600 mmol), DKM (10 mL) ter NMM (0,5 mL). Reakcijsko zmes smo mešali 15 
min na ledeni kopeli. 6 (190 mg, 0,400 mmol) smo raztopili v DKM (25 mL) in raztopino 
dodali reakcijski zmesi, nato pa pri sobni temperaturi pustili mešati čez noč. Reakcijsko zmes 
smo spirali postopno z 10% raztopino citronske kisline (25 mL), NaHCO3 (aq, sat.) (25 mL), 
z NaCl (nasičena raztopina v vodi, 1 × 30 mL) ter dodali Na2SO4. Organsko fazo smo uparili 
pri znižanem tlaku. Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc : heksan 
= 9 : 1).   
 
η = 30 %; TLC (EtOAc : heksan = 9 : 1) Rf = 0.14; rumeno olje; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): 
δ 7.61–7.67 (m, 4H, Ar-H), 7.47–7.50 (m, 4H, Ar-H), 7.39–7.43 (m, 1H, Ar-H), 7.34 (bs, 




1H, CONH), 4.04 (d, J 12 Hz, 1H, CH), 3.50–3.76 (m, 2H, CH2), 3.22–3.41 (m, 3H, CH2), 
3.05–3.12 (m, 1H, CH2), 2.81–2.96 (m, 1H, CH2), 1.87–1.97 (m, 3H, CH2), 1.65 (s, 1H, 
CH2), 1.48 (s, 1H, CH2) ppm; IR (ATR): ν 3292, 3070, 2930, 2360, 2257, 1682, 1606, 1552, 
1439, 1273, 1242, 1195, 1113, 850, 748, 696 cm–1; ESI-MS m/z izračunano za C22H23N3O2 
[M+H]+ 362.2, najdeno 361.7; [M+Na]+ 384.2, najdeno 383.7; [M+CH3CN+Na]+ 425.3, 
najdeno 424.6.  
 
4.3. Sinteza bifenil-4-metilpiperidinskih meta derivatov 
 
Slika 23: Shema sinteznega postopka končnih spojin 10 in 11 




4.3.1. Sinteza terc-butil ((1-([1,1'-bifenil]-4-ilmetil)piperidin-3-il)metil)karbamata 
(8) 
Terc-butil(piperidin-3-metilil)karbamat (300 mg, 1,40 mmol) smo raztopili v THF (20 mL) 
in dodali [1,1'-bifenil]-4-karbaldehid (260 mg, 1,40 mmol) ter ocetno kislino (0,1 mL). 
Reakcijsko zmes smo mešali na ledeni kopeli 15 min. Pod argonovo atmosfero smo nato na 
ledeni kopeli reakcijski zmesi dodali Na(OAc)3BH (590 mg, 2,80 mmol). Po eni uri mešanja 
smo temperaturo reakcijske zmesi dvignili na 50 °C in segrevali čez noč. THF smo uparili 
pri znižanem tlaku. Preostanku v bučki smo dodali EtOAc (20 mL) in NaHCO3 (aq, sat.) (20 
mL). Organsko fazo smo nato spirali z NaCl (nasičena raztopina v vodi, 1 × 30 mL), dodali 
Na2SO4 ter uparili organsko topilo pri znižanem tlaku. Produkt smo očistili s pomočjo 
kolonske kromatografije (MF = EtOAc).   
 
η = 76 %; TLC (EtOAc) Rf = 0.20; bela trdna snov; tališče = 89–92°C; 1H NMR (400 MHz, 
CDCl3): δ 7.57–7.60 (m, 2H, Ar-H), 7.54 (d, J 8.0 Hz, 2H, Ar-H), 7.43 (tt, J1 7.6 Hz, J2  2.0 
Hz, 2H, Ar-H), 7.31–7.38 (m, 3H, Ar-H), 4.63 (bs, 1H, CONH), 3.49–3.56 (m, 2H, CH2), 
3.04 (t, J 5.2 Hz, 2H, CH2), 2.75–2.83 (m, 2H, CH2), 2.00–2.05 (m, 1H, CH), 1.52–1.84 (m, 
6H, 3 × CH2), 1.42 (s, 9H, 3 × CH2), 1.00–1.05 (m, 1H, CH2) ppm. 13C NMR (100 MHz, 
CDCl3): δ 24.7, 28.4, 36.9, 44.5, 54.1, 57.8, 63.2, 79.1, 127.0, 127.1, 127.2, 128.7, 129.5, 
139.9, 141.0, 156.1 ppm; IR (ATR): ν 3391, 2963, 2923, 2763, 1689, 1518, 1364, 1267, 
1167, 1141, 888, 845, 760, 735, 694 cm–1; ESI-MS m/z izračunano za C24H32N2O2 [M+H]+ 
381.3, najdeno 381.2; [M+Na]+ 403.3, najdeno 402.8; [M+CH3CN+Na]+ 444.3, najdeno 
443.8.  
 
4.3.2. Sinteza 1-([1,1’-bifenil]-4-ilmetil)-3-(amoniometil)piperidin-1-ijevega 2,2,2-
trifluoroacetata (9) 
Raztopini 8 (270 mg, 0,600 mmol) v DKM (5 mL) smo dodali TFA (3 mL). Reakcijsko zmes 
smo mešali pri sobni temperaturi 1 h (dokler izhodne spojine ni bilo več moč zaznati s TLC). 
Organska topila smo uparili pri znižanem tlaku, zaostanek pa prelili z Et2O (60 mL) ter čez 
noč shranili v zamrzovalnik. Et2O smo uparili pri znižanem tlaku. 
 
η = 89 %; TLC (EtOAc) Rf = 0.0; bela trdna snov; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 10.08 
(s, 1H, NH+), 7.95 (s, 3H, NH3+), 7.78 (d, J 8.0 Hz, 2H, Ar-H), 7.70–7.73 (m, 2H, Ar-H), 
7.59 (d, J 8.0 Hz, 2H, Ar-H), 7.48–7.52 (m, 2H, Ar-H), 7.41 (tt, J1 7.6 Hz, J2 2.0 Hz, J3 1.2 




Hz, 1H, Ar-H), 4.27–4.41 (m, 3H, CH2), 3.42–3.47 (m, 2H, CH2), 2.65–2.89 (m, 3H, CH2), 
2.08 (s, 1H, CH), 1.84–1.93 (m, 2H, CH2), 1.63–1.74 (m, 1H, CH2), 1.07–1.18 (m, 1H, CH2) 
ppm; IR (ATR): ν 2954, 2359, 1669, 1489, 1431, 1171, 1126, 1009, 836, 797, 764, 721, 700 
cm–1; ESI-MS m/z izračunano za C19H24N2 [M+H]+ 281.2, najdeno 280.8.  
 
4.3.3. Sinteza N-((1-([1,1’-bifenil]-4-ilmetil)piperidin-3-il)metil)akrilamida (10) 
Akrilni kislini (40,0 mg, 0,600 mmol) smo dodali EDC (350 mg, 1,80 mmol), HOBt (120 
mg, 0,800 mmol), DKM (10 mL) ter NMM (0,5 mL). Reakcijsko zmes smo mešali 15 min 
na ledeni kopeli. 9 (260 mg, 0,500 mmol) smo raztopili v DKM (25 mL) in raztopino dodali 
reakcijski zmesi, nato pa pri sobni temperaturi pustili mešati čez noč. Reakcijsko zmes smo 
nato spirali z NaHCO3 (aq, sat.) (25 mL), NaCl (nasičena raztopina v vodi, 1 × 30 mL), 
dodali Na2SO4 ter uparili organsko fazo pri znižanem tlaku. Produkt smo očistili s kolonsko 
kromatografijo (MF = EtOAc).   
 
η = 19 %; TLC (EtOAc) Rf = 0.0; bela trdna snov; tališče = 95–98°C; 1H NMR (400 MHz, 
CDCl3): δ 7.57–7.60 (m, 2H, Ar-H), 7.54 (dt, J1 8.0 Hz, J2 1.6 Hz, 2H, Ar-H), 7.41–7.46 (m, 
2H, Ar-H), 7.32–7.38 (m, 3H, Ar-H), 6.23 (dd, J1 16.8 Hz, J2 1.6 Hz, 1H, =CH2), 6.03 (dd, 
J1 17.2 Hz, J2 10.4 Hz, 1H, =CH), 5.83 (bs, 1H, CONH), 5.60 (dd, J1 10.4 Hz, J2 1.6 Hz, 1H, 
=CH2), 3.46–3.59 (m, 2H, CH2), 3.29 (t, J 6.4 Hz, 2H, CH2), 2.69–2.77 (m, 2H, CH2), 2.13–
2.17 (m, 1H, CH), 1.95–2.00 (m, 1H, CH2), 1.82–1.92 (m, 1H, CH2), 1 68–1.75 (m, 2H, 
CH2), 1.52–1.63 (m, 1H, CH2), 1.08–1.16 (m, 1H, CH2) ppm; IR (ATR): ν 3273, 2932, 1736, 
1657, 1625, 1551, 1242, 1204, 1176, 1130, 985, 801, 760, 743, 698 cm–1; ESI-MS m/z 
izračunano za C22H26N2O [M+H]+ 335.2, najdeno 334.8; [M–H–] 333.2, najdeno 332.9; 
[M+CH3CN+Na]+ 398.3, najdeno 397.7.  
 
4.3.4. Sinteza N-((1-([1,1’-bifenil]-4-ilmetil)piperidin-3-il)metil)-2-cianoacetamida 
(11) 
Cianoocetni kislini (40,0 mg, 0,400 mmol), smo dodali EDC (350 mg, 1,80 mmol), HOBt 
(120 mg, 0,800 mmol), DKM (10 mL) ter NMM (0,5 mL). Reakcijsko zmes smo mešali 15 
min na ledeni kopeli. 9 (120 mg, 0,300 mmol) smo raztopili v DKM (25 mL) in raztopino 
dodali reakcijski zmesi, nato pa pri sobni temperaturi pustili mešati čez noč. Reakcijsko zmes 
smo spirali postopno z NaHCO3 (aq, sat.) (25 mL), z NaCl (nasičena raztopina v vodi, 1 × 




30 mL) ter dodali Na2SO4. Organsko fazo smo uparili pri znižanem tlaku. Produkt smo 
očistili s kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc).   
 
η = 68 %; TLC (EtOAc) Rf = 0.0; rumeno olje; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 0.98-1.04 
(m, 1H, CH2), 1.43-1.52 (m, 1H, CH2), 1.65-1.81 (m, 4H, CH2), 2.00 (t, J = 10.4 Hz, 1H, 
CH2), 2.77 (dd, J1 = 37.0 Hz, J2 = 10.0 Hz, 2H, CH2), 3.00-3.09 (m, 2H, 1 × CH2 + 1 × CH), 
3.54 (dd, J1 = 33.1 Hz, J2 = 13.4 Hz, 2H, CH2), 3.66 (s, 2H, CH2), 7.40-7.44 (m, 5H, Ar-H), 
7.67,-7.73 (m, 4H, Ar-H), 8.29 (t, J = 5.6 Hz, 1H, CONH) ppm; 13C NMR (100 MHz DMSO-
d6): δ 24.1, 27.7, 35.4, 42.6, 53.5, 57.0, 62.1, 78.6, 78.9, 79.3, 114.5, 117.4, 126.4, 126.5, 
127.2, 128.9, 129.3, 137.6, 138.7, 140.0156.1, 156.5 ppm. IR (ATR): ν 3305, 3027, 2931, 
2797, 2257, 2194, 1734, 1662, 1551, 1487, 1346, 1241, 1203, 1117, 1078, 1008, 927, 844, 
760, 740, 697, 607, 572 cm–1; ESI-MS m/z izračunano za C22H26N2O [M-H]- 346.2, najdeno 









4.4. Sinteza benzilpiperidinskih para derivatov 
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4.4.1. Sinteza 1-benzilpiperidin-4-karboksamida (12) 
Raztopini piperidin-4-karboksamida (1,00 g, 7,80 mmol) v EtOH (60 mL) smo dodali trdni 
kalijev karbonat (K2CO3) (2,16 g, 15,6 mmol) in benzil bromid (1,02 mL, 8,90 mmol). 
Reakcijsko zmes smo mešali čez noč pri 85 °C. EtOH smo nato uparili pri znižanem tlaku 
in trden preostanek raztopili v zmesi EtOAc (50 mL) in vode (50 mL). Vodno fazo smo 
ekstrahirali z DKM (5 × 20 mL). Zbrane organske faze smo spirali z NaCl (nasičena 




raztopina v vodi, 1 × 30 mL) ter dodali Na2SO4. Organsko fazo smo uparili pri znižanem 
tlaku. Trdni preostanek smo prelili s heksanom (60 mL), zmes čez noč pustili v 
zamrzovalniku ter nato oborino odfiltrirali s presesavanjem.  
 
η = 62 %; TLC (EtOAc : MeOH = 1 : 1), Rf  = 0.35; bela trdna snov; tališče = 137 – 140°C; 
1H NMR (400MHz, DMSO-d6): δ 1.53 (ddd, J1 = 24.8, J2 = 12.3, J3 = 3.7 Hz, 2H, CH2), 
1.65 (dd, J1 = 12.4, J2 = 2.6 Hz, 2H, CH2), 1.89 (dt, J1 = 11.6, J2 = 2.5 Hz, 2H, CH2), 2.04 
(tt, J1 = 11.6, J2 = 4.0 Hz, 1H, CH), 2.78 – 2.82 (m, 2H, CH2), 3.43 (s, 2H, CH2), 6.72 (s, 
1H, CONH2), 7.21 – 7.34 (m, 6H, 5 × Ar-H + 1 × CONH2) ppm; IR (ATR): ν 3346, 3171, 
2948, 2787, 2758, 1621, 1494, 1430, 1389, 1339, 1146, 791, 731, 697, 518 cm-1; ESI – MS 
m/z  izračunano za C13H18N2O [M+H]+ 219.1, najdeno 218.99. 
 
4.4.2. Sinteza (1-benzilpiperidin-4-il)metanamina (13) 
Spojini 12 (500 mg, 2,30 mmol) smo pod argonovo atmosfero dodali THF (20 mL). Potem 
ko se je 12 popolnoma raztopil, smo med mešanjem na ledeni kopeli reakcijski zmesi dodali 
reducent litijev aluminijev hidrid (LiAlH4) (120 mg, 3,20 mmol). Sprva smo reakcijsko zmes 
mešali na ledeni kopeli, nato pa pri 80°C 48 h. Potek kemijske reakcije smo nato prekinili z 
dodatkom EtOAc (5 mL) in hladne vode (5 mL). Reakcijski zmesi smo dodali EtOAc (20 
mL) in vodo (20 mL), trdni zaostanek reducenta smo odfiltrirali ter ločili fazi. Vodno fazo 
smo ekstrahirali z DKM (5 × 20 mL). Združene organske faze smo spirali z NaCl (nasičena 
raztopina v vodi, 1 × 30 mL) ter dodali Na2SO4. Organsko fazo smo uparili pri znižanem 
tlaku. Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc : MeOH = 1 : 1). 
 
η = 36 %; TLC (EtOAc : MeOH = 1:1) Rf = 0.03; rumeno olje; 1H NMR (400MHz, DMSO-
d6): δ 1.09 (ddd,  J1 =  3.64, J2 =  11.97 Hz, 2H, CH2), 1.15-1.27 (m, 1H, CH), 1.64 (d, J = 
12.77 Hz, 2H, CH2), 1.87 (dt, J1 = 2.28, J2 = 11.50 Hz, 2H, CH2), 2.42 (d, J = 6.31 Hz, 2H, 
CH2), 2.79 (d, J = 11.64 Hz, 2H, CH2), 3.43 (s, 2H, CH2), 7.22-7.33 (m, 5H, Ar-H) ppm; IR 
ATR: ν3374, 3184, 2929, 2806, 1610, 1384, 926, 697, 501 cm-1; ESI – MS m/z izračunano 
za C13H20N2 [M] 204.2, najdeno 204.8.  
 
4.4.3. Sinteza N-((1-benzilpiperidin-4-il)metil)-2-cianoacetamida (14) 
Cianoocetni kislini (60,0 mg, 0,700 mmol), smo dodali EDC (280 mg, 1,50 mmol), HOBt 
(110 mg, 0,700 mmol), DKM (5 mL) ter N-metil-morfolin (NMM) (0,4 mL). Reakcijsko 




zmes smo mešali 15 min na ledeni kopeli. 13 (100 mg, 0,500 mmol) smo raztopili v DKM 
(25 mL) in raztopino dodali reakcijski zmesi, nato pa pri sobni temperaturi pustili mešati čez 
noč. DKM smo uparili pri znižanem tlaku. Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo 
(MF = EtOAc : MeOH = 2 : 1). 
η = 64 %; TLC (EtOAc : MeOH = 2:1) Rf = 0.53; rumeno olje; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): 
δ  1.31-1.44 (m, 2H, CH2), 1.52-1.63 (m, 1H, CH), 1.65-1.73 (m, 2H, CH2), 1.97-2.10 (m, 
2H, CH2), 2.96 (d, J = 11.74 Hz, 2H, CH2), 3.21 (t, J = 6.34 Hz, 2H, CH2),  3.39 (s, 2H, CH2) 
3.56 (s, 2H, CH2), 6.36 (bs, 1H, CONH), 7.26-7.33 (m, 5H, Ar-H) ppm; IR (ATR): ν 3282, 
3061, 2930, 2803, 2359, 2257, 2187, 2164, 1661, 1555, 1452, 1370, 1258, 1146, 923, 744, 
699 cm-1; ESI-MS m/z izračunano za C16H21N3O [M+H]+ 272.2, najdeno 271.8; [M–H]– 
270.2, najdeno 269.8; [M+CH3CN+H]+, najdeno 312.8. 
 
4.4.4. Sinteza N-((1-benzilpiperidin-4-il)metil)akrilamida (15) 
Akrilni kislini (40,0 mg, 0,600 mmol) smo dodali EDC (250 mg, 1,30 mmol), HOBt (90,0 
mg, 0,600 mmol), DKM (5 mL) ter NMM (0,4 mL). Reakcijsko zmes smo mešali 15 min na 
ledeni kopeli. 13 (130 mg, 0,600 mmol) smo raztopili v DKM (25 mL) in raztopino dodali 
reakcijski zmesi, nato pa pri sobni temperaturi pustili mešati čez noč. DKM smo uparili pri 
znižanem tlaku. Produkt je bil očiščen s kolonsko kromatografijo (MF = DKM : EtOAc : 
MeOH = 1 : 1 : 1).   
 
η = 14 %; TLC (DCM : EtOAc : MeOH = 1 : 1 : 1) Rf = 0.36; rumeno olje; 1H NMR (400 
MHz, CDCl3): δ 1.30 (dq, J1 = 11.98 Hz, J2 = 3.70 Hz, 2H, CH2), 1.49-1.60 (m, 1H, CH), 
1.61-1.73 (m, 2H, CH2), 1.94 (dt, J1 = 11.68 Hz, J2 = 2.29 Hz, 2H, CH2), 2.88 (d, J = 11.66 
Hz, 2H, CH2), 3.22 (t, J = 6.39 Hz, 2H, CH2), 3.48 (s, 2H, CH2), 5.62 (dd, J1 = 10.22 Hz, J2 
= 1.48 Hz, 1H, CH2), 5.84 (bs, 1H, CONH), 6.09 (dd, J1 = 16.95 Hz, J2 = 10.23 Hz, 1H, CH), 
6.27 (dd, J1 = 16.95 Hz, J2 = 1.48 Hz, 1H, CH2), 7.23 – 7.30 (m, 5H, Ar-H) ppm; 13C NMR 
(100 MHz, CDCl3): δ 25.8, 29.9, 36.0, 45.0, 53.3, 63.3, 126.5, 127.0, 128.2, 129.2, 130.8, 










4.5. Sinteza bifenil-4-karbonilpiperidinskih para derivatov 
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4.5.1. Sinteza terc-butil ((1-([1,1'-bifenil]-4-karbonil)piperidin-4-il)metil) 
karbamata (16) 
Terc-butil(piperidin-4-metilil)karbamat (500 mg, 2,30 mmol) smo raztopili v DKM (20 mL) 
in NMM (1 mL). Reakcijski zmesi smo dodali [1,1'-bifenil]-4-karbonil klorid (530 mg, 2,50 
mmol) ter jo pustili mešati čez noč pri sobni temperaturi. Nato smo reakcijsko zmes spirali 
postopno z 10% raztopino citronske kisline (20 mL), NaHCO3 (aq, sat.) (20 mL), z NaCl 
(nasičena raztopina v vodi, 1 × 30 mL) ter dodali Na2SO4. Organsko fazo smo uparili pri 
znižanem tlaku, produkt pa očistili s kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc : heksan = 1 : 
1).  
 
η = 18 %; TLC (EtOAc : heksan = 1 : 1) Rf = 0.26; bela trdna snov; tališče = 145–147°C; 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 1.09 (s, 2H, CH2), 1.38 (s, 9H, 3 × CH3), 1.50-1.82 (m, 
3H, CH2), 2.67-2.79 (m, 1H, CH2), 2.85 (t, J = 6.14 Hz, 2H, CH2), 2.96-3.09 (m, 1H, CH), 
3.56-3.79 (m, 1H, CH2), 4.46 (s, 1H, CH2), 6.92 (bs, 1H, CONH), 7.37-7.55 (m, 5H, Ar-H), 
7.67-7.79 (m, 4H, Ar-H) ppm; IR (ATR): ν 3371, 2975, 2931, 1688, 1632, 1526, 1429, 1363, 
1288, 1253, 1169, 1140, 1103, 965, 847, 777, 743, 692, 625 cm–1; ESI-MS m/z izračunano 




za C24H30N2O3 [M+H]+ 395.2, najdeno 394.7; [M+Na]+ 417.2, najdeno 416.6; [M+K]+ 433.2, 
najdeno 432.5; [M+CH3CN+Na]+ 458.3, najdeno 457.6.  
4.5.2. Sinteza (1-([1,1’-bifenil]-4-karbonil)piperidin-4-il)metanaminijevega 2,2,2-
trifluoroacetata (17) 
Raztopini 16 (160 mg, 0,400 mmol) v DKM (10 mL) smo dodali TFA (2,5 mL). Reakcijsko 
zmes smo mešali 4 h pri sobni temperaturi (dokler izhodne spojine ni bilo več moč zaznati s 
TLC). DKM in TFA smo uparili pri znižanem tlaku. Produkt smo prelili z Et2O (60 mL) in 
pustili stati čez noč pri sobni temperaturi. Et2O smo uparili pri znižanem tlaku. 
 
η = 89 %; TLC (EtOAc) Rf = 0.0; bela trdna snov; tališče = 40-42°C; 1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6): δ 1.18-1.21 (m, 2H, CH2), 1.68-1.85 (m, 3H, CH2), 2.57-2.67 (m, 1H, CH2), 2.76 
(t, J = 6 Hz, 3H, CH2 + CH), 3.08 (s, 1H, CH2), 4.50 (s, 1H, CH2), 7.39-7.51 (m, 5H, Ar-H), 
7.70-7.75 (m, 7H, 4 × Ar-H + NH3+)  ppm; IR (ATR): ν 2927, 1675, 1596, 1554, 1468, 1446, 
1279, 1199, 1172, 1128, 997, 834, 797, 747, 720, 697 cm–1; ESI-MS m/z izračunano za 
C19H22N2O [M+H]+ 295.2, najdeno 294.7; [M+Na]+ 317.2, najdeno 316.8; [M+CH3OH+H]+ 
327.2, najdeno 326.9; [M+CH3CN+H]+ 336.2, najdeno 335.8; [M+CH3CN+Na]+ 358.2, 




Cianoocetni kislini (40,0 mg, 0,400 mmol), smo dodali EDC (210 mg, 1,10 mmol), HOBt 
(70,0 mg, 0,500 mmol), DKM (10 mL) ter NMM (0,5 mL). Reakcijsko zmes smo mešali 15 
min na ledeni kopeli. 17 (150 mg, 0,400 mmol) smo raztopili v DKM (25 mL) in raztopino 
dodali reakcijski zmesi, nato pa pri sobni temperaturi pustili mešati čez noč. Reakcijsko zmes 
smo spirali postopno z 10% raztopino citronske kisline (25 mL), NaHCO3 (aq, sat.) (25 mL), 
z NaCl (nasičena raztopina v vodi, 1 × 30 mL) ter dodali Na2SO4. Organsko fazo smo uparili 
pri znižanem tlaku. Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc : heksan 
= 9 : 1).   
 
η = 54 %; TLC (EtOAc : heksan = 9:1) Rf = 0.15; rumeno olje; 1H NMR (400 MHz, DMSO-
d6): δ 1.18-1.30 (m, 3H, CH2), 1.54-1.88 (m, 3H, CH2),  2.82 (s, 1H, CH2), 3.09 (t, J = 5.6 
Hz, 3H, CH2 + CH), 3.70 (s, 2H, CH2), 4.54 (s, 1H, CH2), 7.45-7.58 (m, 5H, Ar-H), 7.76 -
7.81 (m, 4H, Ar-H), 8.34 (t, J = 5.6 Hz, 1H, CONH) ppm; 13C NMR (100 MHz DMSO-d6): 




δ 24.2, 28.2, 29.7, 35.9, 43.1, 54.0, 57.4, 62.9, 126.3, 127.1, 127.3, 128.8, 129.7, 130.0, 
140.3, 140.9, 165.7 ppm. IR (ATR): ν 3314, 2923, 2259, 1728, 1658, 1614, 1544, 1434, 
1345, 1282, 1232, 1109, 974, 845, 800, 745, 694, 583 cm–1. 




4.6. Sinteza piperidin meta kislinskih derivatov 
 
Slika 26: Shema sinteznega postopka končnih spojin 21, 23 in 25 




4.6.1. Sinteza 3-(metoksikarbonil)piperidin-1-jevega klorida (19) 
Raztopini 3-piperidinkarboksilne kisline (5,00 g, 38,7 mmol) v MeOH (50 mL) smo po 
kapljicah dodali SOCl2 (5,00 mL, 68,8 mmol). Reakcijsko zmes smo čez noč mešali pri 75 
°C. MeOH smo nato uparili pri znižanim tlakom, preostanku pa smo dodali svež MeOH (2 
× 20 mL) ter ga ponovno uparili pod znižanim tlakom. Trdni preostanek smo raztopili v 
svežem MeOH (80 mL) in dodali Et2O (20 mL), kar je povzročilo obarjanje. Oborino smo 
odfiltirali s presesavanjem ter matičnico koncentrirali in vacuo.     
 
η = 98 %; TLC (EtOAc : MeOH = 1 : 1) Rf = 0.0; bela trdna snov; tališče = 143–145°C; 1H 
NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 9.12–9.36 (m, 2H, NH2), 3.65 (s, 3H, CH3), 3.29–3.34 (m, 
1H, CH), 3.14–3.17 (m, 1H, CH2), 2.88–2.98 (m, 2H, CH2), 2.79–2.82 (m, 1H, CH2), 1.97–
2.00 (m, 1H, CH2), 1.67–1.79 (m, 2H, CH2), 1.53–1.60 (m, 1H, CH2) ppm. 13C NMR (100 
MHz, DMSO-d6): δ 21.1, 24.9, 37.8, 42.8, 43.8, 51.9, 173.3 ppm; IR (ATR): ν 2955, 2801, 
2763, 1720, 1655, 1610, 1404, 1235, 1203, 1135, 1038, 909, 880, 725, 695, 631, 501 cm–1; 
ESI-MS m/z izračunano za C7H13O2N [M+H]+ 144.1, najdeno 143.9. 
 
4.6.2. Sinteza metil 1-benzilpiperidin-3-karboksilata (20) 
Raztopini 19 (630 mg, 3,50 mmol) v CH3CN (25 mL) smo dodali K2CO3 (970 mg, 7,00 
mmol), Et3N (1,46 mL, 10,5 mmol) in benzil bromid (0,46 mL, 3,80 mmol). Reakcijsko 
zmes smo čez noč mešali pri 90°C. K2CO3 smo odfiltrirali s presesavanjemi ter uparili 
CH3CN pri znižanem tlaku. Preostanek smo raztopili v DKM (25 mL) ter spirali z vodo (3 
× 20 mL), NaCl (nasičena raztopina v vodi, 1 × 30 mL) ter sušili z Na2SO4. Organsko fazo 
smo uparili pri znižanem tlaku. 
 
η = 60 %; TLC (EtOAc : MeOH : Et3N = 10 : 10 : 1) Rf = 0.86; rdeče olje; 1H NMR (400 
MHz, DMSO-d6): δ 7.25–7.35 (m, 5H, Ar-H), 3.57 (s, 3H, CH3), 3.48 (s, 2H, CH2), 2.78–
2.80 (m, 1H, CH2), 2.62–2.64 (m, 1H, CH2), 2.51 (s, 1H, CH), 2.10 (d, J 4.0 Hz, 2H, CH2), 
1.79–1.82 (m, 1H, CH2), 1.64–1.67 (m, 1H, CH2), 1.39–1.50 (m, 2H, CH2) ppm IR (ATR): 
ν 2948, 2802, 1732, 1600, 1494, 1435, 1361, 1217, 1150, 1134, 1098, 1020, 759, 737, 698 
cm–1; ESI-MS m/z izračunano za C14H19NO2 [M+H]+ 234.1, najdeno 233.8.  
 




4.6.3. Sinteza 1-benzilpiperidin-3-karboksilne kisline (21) 
Raztopini 20 (200 mg, 0,900 mmol) smo v zmesi vode (5 mL) in THF (5 mL) po kapljicah 
med mešanjem na ledeni kopeli dodali 1 M raztopino LiOH (3,43 mL, 3,4 mmol). 
Reakcijsko zmes smo mešali na ledeni kopeli 2 h (dokler izhodne spojine ni bilo več moč 
zaznati s TLC). THF smo uparili pri znižanem tlaku ter preostanku dodali vodo (3 mL). pH 
raztopine smo uravnali na 7 s pomočjo 1 M HCl (aq). Vodni fazi smo dodali THF (5 mL) 
ter uparili topila pri znižanem tlaku. Za lažje odstranjevanje vode smo preostanku dodali 
Et2O ter uparili topila pri znižanem tlaku. Končni produkt je še vedno vseboval zaostalo 
vodo. 
 
η = ?; TLC (EtOAc : MeOH = 1 : 1) Rf = 0.19; beli kristali v rumenem olju; 1H NMR (400 
MHz, DMSO-d6): δ 12.22 (bs, 1H, COOH), 7.24–7.32 (m, 5H, Ar-H), 3.46–3.51 (m, 2H, 
CH2), 2.81 (d, J 9.6 Hz, 1H, CH2), 2.65 (s, 1H, CH2), 2.37–2.42 (m, 1H, CH), 1.97–2.10 (m, 
2H, CH2), 1.78–1.83 (m, 1H, CH2), 1.60–1.66 (m, 1H, CH2), 1.41–1.50 (m, 1H, CH2), 1.29–
1.34 (m, 1H, CH2) ppm. 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 23.7, 26.5, 41.3, 52.9, 54.9, 
61.8, 127.3, 128.2, 129.2, 175.6 ppm; IR (ATR): ν 3363, 2952, 2736, 1590, 1412, 1212, 
1145, 1026, 752, 699, 531 cm–1; ESI-MS m/z izračunano za C13H17NO2 [M–CH3OH+H]+ 
188.1, najdeno 187.5.  
 
4.6.4. Sinteza metil 1-([1,1'-bifenil]-4-ilmetil)piperidin-3-karboksilata (22) 
 
Raztopini 19 (500 mg, 3,50 mmol) v THF (15 mL) smo dodali Et3N (0,73 mL, 5,20 mmol). 
Reakcijsko zmes smo pod argonovo atmosfero mešali 5 min na ledeni kopeli. Dodali smo 
[1,1’-bifenil]-4-karbaldehid (0,64 g, 3,50 mmol) ter mešali še 15 min. Nato smo dodali 
Na(OAc)3BH (1,48 g, 7,00 mmol) ter po 1 h mešanja dvignili temperaturo na 35 °C in pustili 
mešati čez noč. THF smo uparili pri znižanem tlaku. Preostanku smo dodali EtOAc (20 mL), 
vodo (20 mL) in 0,2 M NaOH (10 mL). Fazi smo ločili ter organsko fazo ekstrahirali z 1M 
HCl (2 × 25 mL). pH vodne faze smo z uporabo trdnega NaOH in NaHCO3 uravnali na 12, 
kar je povzročilo obarjanje. Oborino smo ekstrahirali v EtOAc (2 × 30 mL), ki smo ga nato 
sprali z NaCl (nasičena raztopina v vodi, 1 × 30 mL) ter sušili z Na2SO4. Topila smo uparili 
pri znižanem tlaku. 
 




η = 26 %; TLC (EtOAc) Rf = 0.72; rumeno olje; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 7.61–
7.67 (m, 4H, Ar-H), 7.44–7.48 (m, 2H, Ar-H), 7.35–7.38 (m, 3H, Ar-H), 3.57 (s, 3H, CH3), 
3.51 (s, 2H, CH2), 2.81 (d, J 9.6 Hz, 1H, CH2), 2.65 (d, J 11.6 Hz, 1H, CH2), 2.54–2.57 (m, 
1H, CH), 2.17 (t, J 10.0 Hz, 1H, CH2), 2.07 (t, J 10.0 Hz, 1H, CH2), 1.79–1.82 (m, 1H, CH2), 
1.64–1.69 (m, 1H, CH2), 1.36–1.54 (m, 2H, CH2) ppm. 13C NMR (100 MHz DMSO-d6): δ 
23.9, 26.3, 40.9, 51.3, 53.2, 54.8, 61.8, 126.4, 126.5, 127.3, 128.9, 129.2, 137.6, 138.8, 
140.0, 173.7 ppm; IR (ATR): ν 3027, 2946, 2796, 1731, 1599, 1487, 1434, 1358, 1308, 1218, 
1715, 1150, 1093, 1008, 843, 760, 698 cm–1; ESI-MS m/z izračunano za C20H23NO2 [M+H]+ 
310.2, najdeno 310.0.  
 
4.6.5. Sinteza 1-([1,1'-bifenil]-4-ilmetil)piperidin-3-karboksilne kisline (23) 
Raztopini 22 (160 mg, 0,500 mmol) v zmesi vode (4 mL) in THF (4 mL) smo po kapljicah 
med mešanjem na ledeni kopeli dodali 1 M raztopino LiOH (2,06 mL, 2,10 mmol). 
Reakcijsko zmes smo mešali na ledeni kopeli 2 h (dokler izhodne spojine ni bilo več moč 
zaznati s TLC). THF smo uparili pri znižanem tlaku. pH raztopine smo uravnali na 7 s 
pomočjo 1 M HCl (aq), kar je povzročilo obarjanje bele oborine. Oborino smo ekstrahirali z 
DKM (5 × 20 mL), sprali z NaCl (nasičena raztopina v vodi, 1 × 30 mL) ter sušili z Na2SO4. 
Topila smo uparili pri znižanem tlaku.   
  
η = 92 %; TLC (EtOAc) Rf = 0.0; bela trdna snov; tališče = 157–160°C; 1H NMR (400 MHz, 
CDCl3): δ 7.58–7.60 (m, 4H, Ar-H), 7.43–7.47 (m, 2H, Ar-H), 7.34–7.38 (m, 3H, Ar-H), 
3.69 (s, 2H, CH2), 3.20 (d, J 10.8 Hz. 1H, CH2), 3.07 (d, J 10.8 Hz. 1H, CH2), 2.74–2.76 (m, 
1H, CH), 2.36 (d, J 11.6 Hz, 1H, CH2), 2.24 (td, J1 11.6 Hz, J2 3.2 Hz, 1H, CH2), 2.07 (d, J 
13.2 Hz, 1H, CH2), 1.81–1.94 (m, 1H, CH2), 1.58–1.72 (m, 2H, CH2) ppm; IR (ATR): ν 
2944, 2077, 1605, 1521, 1488, 1384, 1338, 1220, 1077, 1028, 962, 854, 763, 710, 524 cm–
1; ESI-MS m/z izračunano za C19H21NO2 [M+H]+ 296.2, najdeno 295.7; [M–H]– 294.2, 
najdeno 293.9; [M+Na]+ 318.2, najdeno 317.8.  
 
4.6.6. Sinteza metil 1-([1,1'-bifenil]-4-karbonil)piperidin-3-karboksilata (24) 
[1,1’-bifenil]-4-karboksilni kislini (380 mg, 1,90 mmol) smo dodali EDC (1,00 g, 5,20 
mmol), HOBt (350 mg, 2,30 mmol) in DKM (10 mL). Reakcijsko zmes smo mešali na ledeni 
kopeli 15 min, nato pa raztopino 19 (250 mg, 1,70 mmol) v DKM (25 mL) in Et3N (0,73 
mL, 5,20 mmol) dodali reakcijski zmesi ter mešali čez noč pri sobni temperaturi. Nato smo 




reakcijsko zmes spirali z 10 % raztopino citronske kisline (2 × 15 mL), NaHCO3 (aq, sat.) 
(20 mL), 1 M NaOH (10 mL), NaCl (nasičena raztopina v vodi, 1 × 30 mL) ter dodali 
Na2SO4. Topila smo uparili pri znižanem tlaku ter produkt očistili s pomočjo kolonske 
kromatografije (MF = EtOAc : heksan = 1 : 1).  
  
η = 27 %; TLC (EtOAc : heksan = 1 : 1) Rf = 0.27; bela trdna snov; tališče = 88–90°C; 1H 
NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 7.71–7.75 (m, 4H, Ar-H), 7.47–7.51 (m, 4H, Ar-H), 7.38–
7.42 (m, 1H, Ar-H), 4.04 + 4.44 (2 × s, 1H, CH2), 3.55–3.64 (m, 4H, CH3 + CH2), 3.14 (s, 
2H, CH2), 2.60–2.66 (m, 1H, CH), 1.98 (s, 1H, CH2), 1.67 (s, 2H, CH2), 1.50 (s, 1H, CH2) 
ppm. 13C NMR (100 MHz DMSO-d6): δ 14.1, 20.7, 26.6, 40.4, 51.6, 59.7, 126.6, 126.8, 
127.5, 127.9, 129.0, 135.0, 139.3, 141.1, 169.0, 173.0; IR (ATR): ν 2956, 2864, 1722, 1626, 
1605, 1431, 1304, 1273, 1245, 1196, 1166, 1139, 1097, 986, 858, 747, 696, 594 cm–1; ESI-
MS m/z izračunano za C20H21NO3 [M+H]+ 324.2, najdeno 323.7 in 324.9; [M+K]+ 362.3, 
najdeno 361.7; [M+Na]+ 346.2, najdeno 345.7.  
 
4.6.7. Sinteza 1-([1,1'-bifenil]-4-karbonil)piperidin-3-karboksilne kisline (25) 
Raztopini 24 (130 mg, 0,400 mmol) v zmesi vode (4 mL) in THF (4 mL) smo po kapljicah 
med mešanjem na ledeni kopeli dodali 1 M raztopino LiOH (1,55 mL, 1,5 mmol). 
Reakcijsko zmes smo mešali na ledeni kopeli 2 h (dokler izhodne spojine ni bilo več moč 
zaznati s TLC). THF smo uparili pri znižanem tlaku. pH raztopine smo uravnali na 2 s 
pomočjo 1 M HCl (aq), kar je povzročilo obarjanje bele oborine. Oborino smo raztopili v 
DKM (2 × 20 mL), organsko fazo sprali z NaCl (nasičena raztopina v vodi, 1 × 30 mL) ter 
sušili z Na2SO4. Topila smo uparili pri znižanem tlaku.    
 
η = 95 %; TLC (EtOAc) Rf = 0.0; bela trdna snov; tališče = 159–162°C; 1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6): δ 12.45 (s, 1H, COOH), 7.70–7.75 (m, 4H, Ar-H), 7.47–7.51 (m, 4H, Ar-H), 
7.38–7.40 (m, 1H, Ar-H), 4.14 + 4.45 (2 × s, 1H, CH2), 3.54 + 3.71 (2 × s, 1H, CH2), 3.05 
(s, 2H, CH2), 2.58–2.68 (m, 1H, CH), 1.98–2.02 (m, 1H, CH2), 1.62–1.68 (m, 2H, CH2), 
1.48 (s, 1H, CH2) ppm. 13C NMR (100 MHz DMSO-d6): δ 14.1, 20.7, 26.8, 40.6, 63.0, 126.6, 
126.8, 127.5, 127.9, 129.0, 135.1, 139.3, 141.1, 169.0, 174.4 ppm; IR (ATR): ν 2945, 1721, 
1592, 1578, 1469, 1443, 1398, 1274, 1210, 1166, 1102, 1005, 845, 744, 697, 629 cm–1; ESI-
MS m/z izračunano za C19H19NO3 [M–H]– 308.1, najdeno 307.8; [M+Na]+ 332.1, najdeno 
331.8.  




4.7. Sinteza piperidin para kislinskih derivatov 
 
Slika 27: Shema sinteznega postopka končnih spojin 28, 30 in 32 




4.7.1. Sinteza 4-(metoksikarbonil)piperidin-1-ijevega klorida (26) 
Raztopini 4-piperidinkarboksilne kisline (5,00 g, 38,7 mmol) v MeOH (50 mL) smo po 
kapljicah dodali SOCl2 (5,00 mL, 68,8 mmol). Reakcijsko zmes smo čez noč mešali pri 75 
°C. MeOH smo nato uparili pri znižanem tlaku, preostanku pa smo dodali svež MeOH (2 × 
20 mL) ter ga ponovno uparili pri znižanem tlaku. Trdni preostanek smo raztopili v svežem 
MeOH (80 mL) in dodali Et2O (20 mL), kar je povzročilo obarjanje. Oborino smo odfiltrirali 
s presesavanjem ter koncentrirali in vacuo.     
 
 
η = 100  %; TLC (EtOAc:MeOH = 1:1) Rf = 0.0; bela trdna snov; tališče = 128 – 131°C ; 
1H NMR (400MHz, DMSO-d6): δ  1.77 (m, 2H, CH2), 1.98 (d, J = 12.42 Hz, 2H, CH2), 2.75-
2.63 (m, 1H, CH), 2.90 (q, J = 10.92 Hz, 2H, CH2), 3.21 (d, J = 12.68 Hz, 2H, CH2), 3.64 (s, 
3H, CH3),  9.44-8.78 (m, 2H, NH2) ppm; IR (ATR): ν 3355, 3176, 2951, 2801, 1718, 1426, 
1224, 726 cm-1; ESI – MS m/z izračunano za C7H14NO2+ [M+H]+ 144.1, najdeno 144.0.  
 
4.7.2. Sinteza metil 1-benzilpiperidin-4-karboksilata (27) 
Raztopini 26 (630 mg, 3,50 mmol) v CH3CN (25 mL) smo dodali K2CO3 (970 mg, 7,00 
mmol), Et3N (1,46 mL, 10,5 mmol) in benzil bromid (0,46 mL, 3,80 mmol). Reakcijsko 
zmes smo čez noč mešali pri 90 °C. K2CO3 smo odfiltrirali s presesavanjem ter uparili 
CH3CN pri znižanem tlaku. Preostanek smo raztopili v DKM (25 mL) ter spirali z vodo (3 
× 20 mL), NaCl (nasičena raztopina v vodi, 1 × 30 mL) ter sušili z Na2SO4. Organsko fazo 
smo uparili pri znižanem tlaku. 
 
η = 47 %; TLC (EtOAc : MeOH = 1 : 1) Rf = 0.79; rdeče olje; 1H NMR (400 MHz, DMSO-
d6) δ 1.45-1.65 (m, 2H, CH2), 1.70-1.87 (m, 2H, CH2), 1.97 (dt, J1 = 11.38, J2 = 2.04 Hz, 2H, 
CH2), 2.30 (tt, J1 = 11.20, J2 =3.96 Hz, 1H, CH), 2.62-2.81 (m, 2H, CH2), 3.43 (s, 2H, CH2), 
3.59 (s, 3H, CH3) 7.17-7.35 (m, 5H, Ar-H) ppm; IR (ATR): ν 2949, 2802, 2761, 1730, 1600, 
1447, 1195, 1046, 1013, 735, 698 cm-1; ESI – MS m/z izračunano za C14H19NO2  [M+H]+ 
234.1, najdeno 234.1  [M+H]+; najdeno [M+CH3CN+H]+ 275.1, najdeno 274.9 
[M+CH3CN+H]+. 
 




4.7.3. Sinteza 1-benzilpiperidin-4-karboksilne kisline (28) 
Raztopini 27 (100 mg, 0,400 mmol) v zmesi vode (2,8 mL) in THF (2,8 mL) smo po 
kapljicah med mešanjem na ledeni kopeli dodali 1 M raztopino LiOH (1,72 mL, 1,70 mmol). 
Reakcijsko zmes smo mešali na ledeni kopeli 2 h (dokler izhodne spojine ni bilo več moč 
zaznati s TLC). THF smo uparili pri znižanem tlaku ter preostanku dodali vodo (3 mL). pH 
raztopine smo uravnali na 7 s pomočjo 1 M HCl (aq). Vodno fazo smo ekstrahirali z EtOAc 
(3 × 15 mL), zbrane organske faze pa smo sušili z Na2SO4. Organska topila smo uparili pri 
znižanem tlaku. Kot poskus odstranitve preostalega topila v produktu smo preostanek prelili 
z brezvodnim EtOAc in sušili z Na2SO4. Topilo smo uparili pri znižanem tlaku, vseeno pa 
ga je nekaj preostalo v končnem produktu.  
 
 
η = ?; TLC (EtOAc : MeOH = 1 : 1) Rf = 0.22; rumeno olje; 1H NMR (400 MHz, DMSO-
d6) δ 1.49-1.57 (m, 2H, CH2), 1.76 (d, J = 12.62 Hz, 2H, CH2), 1.96 (t, J = 11.28 Hz, 2H, 
CH2), 2.09-2.21 (m, 1H, CH), 2.69-2.77 (m, 2H, CH2), 3.45 (s, 2H, CH2), 7.23-7.33 (m, 5H, 
Ar-H) ppm; IR (ATR) ν 3380, 3275, 2967, 1596, 1580, 1455, 1382, 1077, 923, 757, 703 cm-
1; ESI – MS m/z izračunano za C13H17NO2 [M+H]+ 220.1, najdeno 219.8. 
 
4.7.4. Sinteza metil 1-([1,1'-bifenil]-4-ilmetil)piperidin-4-karboksilata (29) 
Raztopini 26 (500 mg, 3,50 mmol) v THF (15 mL) smo dodali Et3N (0,73 mL, 5,20 mmol). 
Reakcijsko zmes smo pod argonovo atmosfero mešali 5 min na ledeni kopeli. Dodali smo 
[1,1’-bifenil]-4-karbaldehid (640 mg, 3,50 mmol) ter mešali še 15 min. Nato smo dodali 
Na(OAc)3BH (1,48 g, 7,0 mmol) ter po 1 h mešanja dvignili temperaturo na 35°C in pustili 
mešati čez noč. THF smo uparili pri znižanem tlaku. Preostanku smo dodali EtOAc (20 mL), 
vodo (20 mL) in 0,2 M NaOH (10 mL). Fazi smo ločili ter organsko fazo ekstrahirali z 1M 
HCl (2 × 25 mL). pH vodne faze smo z uporabo trdnega NaOH in NaHCO3 uravnali na 12, 
kar je povzročilo obarjanje. Oborino smo ekstrahirali v EtOAc (2 × 30 mL), ki smo ganato 
sprali z NaCl (nasičena raztopina v vodi, 1 × 30 mL), sušili z Na2SO4 ter uparili topila pri 
znižanem tlaku. 
 
η = 36 %; TLC (EtOAc), Rf = 0.68; bela trdna snov; tališče = 84-86°C; 1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6): δ  1.57 (dq, J1 = 16.95 Hz, J2 = 1.48 Hz, 2H, CH2), 1.75-1.86 (m, 2H, CH2), 1.98-
2.03 (m, 2H, CH2), 2.32 (tt, J1 = 11.16 Hz, J2 = 3.87 Hz, 1H, CH), 2.77 (d, J = 11.38 Hz, 2H, 




CH2), 3.48 (s, 2H, CH2), 3.60 (s, 3H, CH3), 7.32-7.40 (m, 3H, Ar-H), 7.44.7.48 (m, 2H, Ar-
H), 7.58-7.69 (m, 4H, Ar-H) ppm; 13C NMR (100 MHz DMSO-d6): δ 28.0, 51.4, 52.2, 61.9, 
62.6, 126.4, 126.5, 127.3, 128.9, 129.3, 137.7, 138.7, 140.0, 174.8 ppm; IR (ATR): ν 2949, 
2812, 2767, 1727, 1487, 1438, 1291, 1193, 111, 1046, 983, 850, 753, 688 cm–1; ESI-MS m/z 
izračunano za C20H23NO2 [M+H]+ 310.2, najdeno 310.2; [M+CH3CN+H]+ 351.2, najdeno 
350.9. 
 
4.7.5. Sinteza 1-([1,1'-bifenil]-4-ilmetil)piperidin-4-karboksilne kisline (30) 
Raztopini 29 (260 mg, 0,800 mmol) v vodi (4,5 mL) ter THF (4,5 mL) smo po kapljicah 
med mešanjem na ledeni kopeli dodali 1 M raztopino LiOH (3,41 mL, 3,40 mmol). 
Reakcijsko zmes smo mešali na ledeni kopeli 2 h (dokler izhodne spojine ni bilo več moč 
zaznati s TLC). THF smo uparili pri znižanem tlaku. pH raztopine smo uravnali na 7 s 
pomočjo 1 M HCl (aq), kar je povzročilo obarjanje bele oborine. Oborino smo ekstrahirali z 
DKM (5 × 20 mL), sprali z NaCl (nasičena raztopina v vodi, 1 × 30 mL) ter sušili z Na2SO4. 
Topila smo uparili pri znižanem tlaku.    
 
η = 65 %; TLC (EtOAc) Rf = 0.0; bela trdna snov; tališče = 150–152°C; 1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6): δ 1.52-1.61 (m, 2H, CH2), 1.85-1.74 (m, 2H, CH2), 2.02 (s, 2H, CH2), 2.19-2.24 
(m, 1H, CH), 2.79 (d, J = 10.43 Hz, 2H, CH2), 3.50 (s, 2H, CH2), 7.34-7.40 (m, 3H, Ar-H), 
7.47 (t, J = 7.61 Hz, 2H, Ar-H), 7.64 (dd, J1 = 16.74 Hz, J2 = 7.71 Hz, 4H, Ar-H), 12.15 (bs, 
1H, COOH) ppm; 13C NMR (100 MHz DMSO-d6): δ 28.0, 52.3, 61.8, 126.4, 126.5, 127.3, 
128.9, 129.4, 138.8, 140.0, 176.1; IR (ATR): ν 3352, 3268, 2979, 2363, 1655, 1577, 1447, 
1396, 1333, 1238, 1077, 953, 922, 759, 695 cm–1; ESI-MS m/z izračunano za C19H21NO2 
[M+H]+ 296.2, najdeno 295.8; [M–H]– 294.2, najdeno 293.9; [M+Na]+ 318.2, najdeno 317.7. 
 
4.7.6. Sinteza metil 1-([1,1'-bifenil]-4-karbonil)piperidin-4-karboksilata (31) 
[1,1’-bifenil]-4-karboksilni kislini (380 mg, 1,90 mmol) smo dodali EDC (1,00 g, 5,20 
mmol), HOBt (350 mg, 2,30 mmol) in DKM (10 mL). Reakcijsko zmes smo mešali na ledeni 
kopeli 15 min, nato pa raztopino 26 (0,25 g, 1,7 mmol) v DKM (25 mL) ter Et3N (0,73 mL, 
5,20 mmol) dodali reakcijski zmesi in mešali čez noč pri sobni temperaturi. Nato smo 
reakcijsko zmes spirali z 10% raztopino citronske kisline (2 × 15 mL), NaHCO3 (aq, sat.) 
(20 mL), 1 M NaOH (10 mL), NaCl (nasičena raztopina v vodi, 1 × 30 mL) ter dodali 




Na2SO4. Topila smo uparili pri znižanem tlaku ter produkt očistili s pomočjo kolonske 
kromatografije (MF = EtOAc : heksan = 1 : 1).  
  
η = 52 %; TLC (EtOAc : heksan = 1 : 1) Rf = 0.28; bela trdna snov; tališče = 98–100°C; 1H 
NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 1.54 (d, J = 10.53 Hz, 2H, CH2), 1.73-1.97 (m, 2H, CH2), 
2.68 (tt, J1 = 11.01 Hz, J2 = 3.82 Hz, 1H, CH), 2.98-3.14 (m, 2H, CH2), 3.63 (s, 4H, 3 × CH3 
+ 1 × CH2), 4.35 (bs, 1H, CH2), 7.37-7.54 (m, 5H, Ar-H), 7.66-7.78 (m, 4H, Ar-H) ppm. 13C 
NMR (100 MHz DMSO-d6): δ 14.0, 27.5, 28.1, 40.7, 46.3, 51.6, 59.8, 126.6, 126.8, 127.4, 
127.9, 129.0, 135.0, 139.3, 141.0, 168.8, 174.3; IR (ATR): ν 2953, 2862, 2364, 1721, 1622, 
1579, 1439, 1309, 1274, 1217, 1183, 1151, 1039, 1009, 847, 780, 755, 704, 542 cm–1; ESI-
MS m/z izračunano za C20H21NO3 [M+Na]+ 346.2, najdeno 346.0. 
 
4.7.7. Sinteza 1-([1,1'-bifenil]-4-karbonil)piperidin-4-karboksilne kisline (32) 
Raztopini 31 (230 mg, 0,700 mmol) v zmesi vode (4 mL) in THF (4 mL) smo po kapljicah 
med mešanjem na ledeni kopeli dodali 1 M raztopino LiOH (2,89 mL, 2,90 mmol). 
Reakcijsko zmes smo mešali na ledeni kopeli 2 h (dokler izhodne spojine ni bilo več moč 
zaznati s TLC). THF smo uparili pri znižanem tlaku. pH raztopine smo uravnali na 2 s 
pomočjo 1 M HCl (aq), kar je povzročilo obarjanje bele oborine. Oborino smo ekstrahirali z 
DKM (2 × 20 mL), sprali z NaCl (nasičena raztopina v vodi, 1 × 30 mL) ter sušili z Na2SO4. 
Topila smo uparili pri znižanem tlaku.    
 
η = 76 %; TLC (EtOAc) Rf = 0.0; bela trdna snov; tališče = 153–155°C; 1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6): δ  1.40-1.65 (m, 2H, CH2), 1.68-2.05 (m, 2H, CH2), 2.53-2.59 (m, 1H, CH), 
2.83-3.26 (m, 2H, CH2), 3.47-3.87 (m, 1H, CH2), 4.13-4.57 (m, 1H, CH2), 7.35-7.57 (m, 5H, 
Ar-H), 7.61-7.83 (m, 4H, Ar-H), 12.33 (bs, 1H, COOH) ppm.; IR (ATR): 2932, 2864, 1720, 
1593, 1578, 1447, 1398, 1274, 1207, 1166, 1006, 847, 746, 698, 639 cm–1; ESI-MS m/z 
izračunano za C19H19NO3 [M–H]– 308.1, najdeno 307.8; [M+Na]+ 332.1, najdeno 331.7.  




5. REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1. N-alkiliranje z uporabo halogenoalkanov 
V postopku sinteze benzilpiperidinskih derivatov smo kot prvi korak uporabili postopek N-
alkiliranja piperidina z benzilbromidom. Pri tej reakciji gre za primer nukleofilne substitucije 
tipa SN2 (24). Reakcija poteče v eni stopnji. Nukleofilni dušikov atom piperidina napade 
elektrofilni C-atom benzilbromida, hkrati pa izstopi bromov anion. Za deprotonacijo 
produkta ter vzdrževanje nevtralnega okolja je potreben dodatek baze (slika 28). Okolje 
namreč ne sme postati tako kislo, da bi bila večina piperidina v protonirani oz. nereaktivni 
obliki, zato reakciji dodajamo bazo, ki končni spojini tudi pomaga odcepiti proton (25). V 
našem primeru smo za nevtralizacijo kisline uporabili K2CO3.  
Reakcijo smo izvajali v EtOH z 1,1 ekvivalentno količino benzil bromida ter dvakratnim 
ekvivalentom K2CO3 glede na izhodno spojino pri temperaturi 85 °C en dan. Po uparitvi 
topila smo preostanek prelili z EtOAc in vodo, vodno fazo ekstrahirali z DKM ter zbrane 
organske faze sušili z NaCl (aq, sat.) in Na2SO4. V vodno fazo smo tako odstranili prebitni 
K2CO3. Po odstranitvi organskega topila s pomočjo rotavaporja smo trdni preostanek prelili 
še s heksanom, v katerem se je raztopil prebitni benzilbromid. Oborino smo odfiltrirali s 
presesavanjem in izolirali kristale čistega, v heksanu netopnega, alkiliranega produkta. 
 
 
Slika 28: Mehanizem SN2 reakcije v postopku N-alkiliranja – primer sinteze spojine 1 (prirejeno po 
(25)) 




5.2.  N-aciliranje 
V organski kemiji je sinteza amidov eden izmed najpomembnejših postopkov, saj tako lahko 
posnemamo aminokislinska zaporedja naravnih substratov, kjer so posamezni 
aminokislinski ostanki med seboj povezani z amidnimi vezmi. Teoretično za tako vez 
potrebujemo karboksilno kislino in amin, vendar reakcija med njima pri sobnih pogojih ne 
poteče spontano. Fragment OH v karboksilni funkcionalni skupini je namreč slabo 
izstopajoča skupina in zato je tetraedrični intermediat ob napadu nukleofila na –COOH dokaj 
stabilen. Za eliminacijo vode bi potrebovali temperaturo višjo od 200 °C. Zato uporabljamo 
za sintezo amidne vezi različne pristope, ki olajšajo potek reakcije ter prinašajo večje 
izkoristke. 
5.2.1. N-aciliranje z uporabo kislinskih kloridov 
Kislinski kloridi so v primerjavi s karboksilnimi kislinami bolj reaktivni, saj je klor zaradi 
svoje elektronegativnosti boljša izstopajoča skupina kot hidroksilna skupina. V našem 
primeru je potekla nukleofilna adicija aminopiperidina na karbonilni C-atom 4-
bifenilkarbonil klorida (slika 29). Pri reakcijah s kislinskimi kloridi lahko pride do 
racemizacije, hidrolize, cepitve zaščitnih skupin in drugih stranskih reakcij (26, 27). Kot 
medij smo uporabili brezvodni DKM, saj pri kislinskih kloridih obstaja nevarnost hidrolize 
do karboksilne kisline ob prisotnosti vode. Pomemben je bil tudi dodatek baze NMM za 
nevtralizacijo med reakcijo sproščenega HCl. V kislem okolju bi se izhodni aminopiperidin 
protoniral ter tako izgubil na svoji nukleofilnosti, kar bi privedlo do zaustavitve reakcije. 
Reakcijo smo izvajali en dan pri sobni temperaturi ter poteku sledili s pomočjo TLC. Topilo 
smo odparili pri znižanem tlaku ter izolirali končne spojine s pomočjo ekstrakcij ter kolonske 
kromatografije. 
 




Slika 29: Mehanizem tvorbe amidne vezi z uporabo kislinskega klorida - primer sinteze spojine 5 
(prirejeno po (27)) 
 
5.2.2. N-aciliranje z uporabo karboksilne kisline in sklopitvenega reagenta 
Sklopitvene reagente uporabljamo za aktivacijo funkcionalne skupine –COOH oz. za 
povečanje njene reaktivnosti kot elektrofil. Navadno v ta namen uporabljamo spojine iz 
razreda karbodiiminov (28). Te spojine vsebujejo dva šibko alkalna dušikova atoma, vezana 
na osrednji ogljikov atom. Protonacija enega izmed dušikov zadošča za sprožitev reakcije 
med elektrofilnim C-atomom karbodiimida ter nukleofilno deprotonirano skupino –COO- in 
posledično tvorbo zelo reaktivne O-acilsečnine (slika 30). Domnevno se tvori tudi simetrični 
kislinski anhidrid dane karboksilne kisline. Tako v obeh primerih dobimo na karbonilnem 
C-atomu karboksline kisline vezano dobro izstopajočo skupino, kar omogoča uspešen potek 
reakcije ob nukleofilnem napadu uporabljenega amina (26, 28). 
Glavna težava, s katero se soočamo pri tovrstnih sintezah, je premestitev reaktivne O-
acilsečnine do nereaktivne N-acilsečnine. Pride lahko tudi do racemizacije oziroma nastanka 
drugega optičnega izomera. Za preprečevanje teh težav reakcijski zmesi dodajamo N-
hidroksi derivate (HOBt) (slika 31). Kot vmesni korak do tvorbe amidne vezi tako nastane 
aktivni ester z N-hidroksi derivatom, ki pa je bolj stabilen kot O-acilsečnina, stopnja 
racemizacije pa se zmanjša (26, 28). 
Po nukleofilnem napadu amino skupine na karbonilno skupino estra poteče preko 
nestabilnega tetraedričnega intermediata nukleofilna substitucija do amidne vezi. Z 
dodatkom HOBt ter primernimi reakcijskimi pogoji (temperatura 0 °C) lahko zmanjšamo 
možnost nastanka neželenega stranskega produkta  N-acilsečnine (28, 29).  
 
Za izvedbo naših sintez smo uporabili reagent EDC (slika 31) kot aktivator karboksilne 
skupine bifenil-4-karboksilne kisline. V reakcijsko zmes smo dodali tudi trietilamin, bazo, 
ki je poskrbela za pretvorbo EDC v obliko proste baze ter tako zagotovila njegovo zadostno 
topnost v reakcijski zmesi. Sam reagent EDC je sicer v obliki soli s HCl in je tako slabo 
topen v večini organskih topil. EDC smo dodali v 1,3-kratnem prebitku glede na 
aminopiperidin. Sledil je dodatek zaščitenega 3- oziroma 4-aminopiperidina in nato mešanje 
pri sobni temperaturi en dan. Izolacija produktov je potekala s pomočjo ekstrakcije in 
kolonske kromatografije. Pri ekstrakcijah smo reakcijsko zmes najprej stresali z 10-odstotno 
citronsko kislino, kar je povzročilo prehod vseh bazičnih nečistoč (nezreagiran amin, EDC, 




trietilamin) v vodno fazo. Nato smo ekstrahirali z nasičeno vodno raztopino NaHCO3, s 
čimer smo iz organske faze odstranili prebitno kislino. Nazadnje smo s pomočjo nasičene 
raztopine NaCl ter brezvodnega Na2SO4 odstranili zaostanek vode. Sledilo je še čiščenje 
vzorca s kolonsko kromatografijo. 
 
 
Slika 30: Mehanizem sklopitvene reakcije med aminom in karboksilno kislino z uporabo reagentov 
EDC in HOBt (prirejeno po (29)) 
 
                         
Slika 31: Sklopitveni reagent EDC in zaviralec racemizacije HOBt (prirejeno po (26)) 
 
5.3.  Reduktivno aminiranje in redukcija aminov 
5.3.1. Reduktivno aminiranje   
Reduktivno aminiranje aldehidov in ketonov je najpogostejši pristop k sintezi primarnih, 
sekundarnih in terciarnih aminov. V prvem koraku nukleofilna aminska skupina napade 
karbonilni ogljik z nizko elektronsko gostoto (slika 32). Pri tem se proton premesti z 
dušikovega atoma na kisikov atom karbonilne skupine, ki se tako pretvori v relativno dobro 
izstopajočo hidrokslino skupino. Nastane nestabilen intermediat karbinolamin, na katerem 
poteče dehidracija (odcepitev molekule vode) do imina. Vse reakcijske stopnje do vključno 
tvorbe imina so reverzibilne. V zadnjem koraku poteče ireverzibilna redukcija s pomočjo 
izbranega reducenta in tvori se končni produkt alkiliran amin (30, 31). 




Pri izvedbi te reakcije je ključnega pomena izbira reducenta. Slednji mora namreč reducirati 
imine (ali iminijeve ione) selektivno pred aldehidi ali ketoni. V preteklosti sta bila najbolj 
uporabljana reducenta za izvedbo reduktivnega aminiranja natrijev borhidrid (NaBH4) in 
natrijev cianoborhidrid (NaBH3CN). Njuna problema sta predvsem slaba selektivnost prvega 
ter toksičnost drugega. Alternativno danes pogosteje posegamo po natrijevem 
triacetoksiborhidridu NaBH(OAc)3, ki je selektiven, zelo blag reducent, ki daje višje 
izkoristke. Raje reducira aldehide kot ketone (z izjemo β-hidroksiketonov, kjer vodi do 
selektivnega nastanka 1,3-trans diolov). Sterični in elektronakceptorski učinki treh acetoksi 
skupin stabilizirajo bor-vodikovo vez, zaradi česar je njegov reduktivni učinek zmanjšan ter 
je tako smatran kot blag reducent (30). 
V našem eksperimentalnem delu smo reduktivno aminiranje uporabljali za vezavo lipofilnih 
fragmentov na osrednji piperidinski del preko aminske vezi. Pri tem smo uporabili 
ekvivalentno količino 4-bifenilkarboksaldehida. Izbrano topilo je bil THF. Reakcijo smo v 
začetni stopnji izvajali na ledeni kopeli ter tako zmanjšali možnost nastanka stranskih 
produktov (npr. redukcija izhodnega aldehida do nereaktivnega primarnega alkohola). 
Dodali smo tudi kapljico ocetne kisline, ki zagotovi protonacijo iminskega intermediata ter 
tako deluje kot katalizator in pospeši reakcijo. Dodatek ocetne kisline ni nujen, saj reakcije 
z aldehidi navadno potečejo zelo hitro, vendar je zaželeno, da je medij šibko kisel. Po 
enodnevnem mešanju pri 50 °C smo iz reakcijske zmesi odparili THF ter preostanek prelili 
z EtOAc in NaHCO3 (aq, sat.), da smo odstranili nezreagirano kislino. Organsko fazo smo 
spirali z nasičeno raztopino NaCl ter sušili z NaSO4, da smo iz nje odtegnili vodo. Sledilo je 
še čiščenje vzorca s kolonsko kromatografijo. 





Slika 32: Mehanizem reakcije reduktivnega aminiranja – primer sinteze spojine 8 (prirejeno po (31)) 
5.3.2. Redukcija amidov 
V organski kemiji termin redukcija pomeni sprejetje elektrona, tvorbo vezi C-H ali pa izgubo 
vezi C-O znotraj opazovane molekule. Za izvedbo redukcije uporabljamo različne reducente 
z različno močjo (sposobnostjo oddajanja elektrona) ter selektivnostjo. V našem sinteznem 
postopku smo želeli dokaj stabilno amidno skupino pretvoriti do primarnega amina. Pri tem 
smo uporabili reducent litijev aluminijev hidrid (LiAlH4).  
Mehanistično gledano, reakcija redukcije poteka v treh korakih (slika 33). Hidrid najprej 
izvrši nukleofilni napad na karbonilni ogljikov atom amidne skupine, kar sproži vezavo 
karbonilnega kisika z aluminijem. V drugem koraku amidni dušik donira svoj nevezni 
elektronski par in tvori dvojno vez s karbonilnim ogljikovim atomom. To povzroči izstop 
kisikovega atoma iz amidne skupine, kot stranski produkt pa se tvorijo aluminijeve soli. 
Razlog, zakaj kisik lahko izstopi iz tega kompleksa, je v tem, da je struktura sledečega 
intermediata resonančno stabilizirana. V tretjem koraku pride do ponovnega nukleofilnega 
napada novega hidrida na resonančno stabiliziran karbokation. Tako se kot produkt tvori 
primarni amin (32). 
 
Pri izvedbi reakcije smo kot topilo uporabili brezvodni THF ter v njem pod argonovo 
atmosfero raztopili izhodni amid. Nato smo po kapljicah na ledeni kopeli v prebitku dodajali 
LiAlH4. Ta je namreč zelo reaktiven in lahko vnetljiv zaradi proizvajanja plinastega H2, zato 
smo z nizko temperaturo poskušali omejiti nastanek možnih stranskih produktov ter 




poskrbeli za varnost v laboratoriju. Po 1 h mešanja na ledeni kopeli smo pustili reakcijo 
potekati 2 dni pri 80 °C. Reakcijo smo zaustavili z dodatkom EtOAc in hladne vode. EtOAc 
predstavlja v reakciji nov vir karbonilne estrske skupine, s katero reagira prebitni LiAlH4, in 
tako se potek reakcije zaustavi. V hladni vodi so se raztopile aluminijeve soli, prav tako pa 
je znižanje temperature reakcije pomagalo pri njenem varnem zaustavljanju. Vodno fazo 
smo še ekstrahirali z DKM ter združene organske faze sušili (NaCl (aq, sat.) in Na2SO4) in 
uparili pri znižanem tlaku. Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo.   
 
Slika 33: Mehanizem reakcije redukcije amida do primarnega amina – primer sinteze spojine 2 
(prirejeno po (32)) 
 
5.4.  Zaščitne skupine 
Uporaba zaščitnih skupin je v organski kemiji pomembno orodje za nadziranje poteka 
kemijskih reakcij, smeri polimerizacije in preprečevanja nastanka neželenih stranskih 
produktov. Kadar se srečujemo s polifunkcionalnimi reagenti, namreč ne moremo drugače 
preprečiti, da bi reagiralo več funkcionalnih skupin hkrati, kar pripelje do končne zmesi 
želenega produkta z neželenimi produkti. Zato se poslužujemo metode ščitenja 




funkcionalnih skupin, ki jih tako pretvorimo v manj reaktivne zvrsti. Lastnosti dobre zaščitne 
skupine so:  
- enostavno, selektivno in hitro uvajanje,  
- stabilnost pri reakcijskih pogojih naših sledečih reakcij,  
- enostavna odstranitev pri specifičnih pogojih in 
- nastanek čim manj stranskih produktov ter visoki izkoristki pri uvajanju in 
odstranitvi zaščite.  
 
5.4.1. Uvajanje ter odstranitev zaščite metilnega estra 
Za zaščito karboksilne skupine je najpogostejša metoda zaščite tvorba estra. Prednost estrov 
je namreč njihova hidrolizna nestabilnost in posledična enostavna odstranitev v bazičnem 
mediju (glede na stabilnost izstopajoče skupine pa so nekateri labilni tudi v kislem). 
Teoretično za tvorbo estra potrebujemo karboksilno kislino in alkohol, vendar je –COOH 
sama po sebi relativno slabo reaktivna. Pri esterifikaciji moramo zato uporabiti kislino ali 
bazo kot katalizator ali pa predhodno pretvoriti –COOH skupino v bolj reaktivno obliko. V 
našem primeru smo uporabili slednjo metodo in smo s pomočjo tionil klorida (SOCl2) 
karboksilno kislino pretvorili v visoko reaktivni kislinski klorid. Ta je nato brez težav 
reagiral z MeOH, ki smo ga uporabili za topilo.  
Pretvorba karboksilne skupine se začne z nukleofilnim napadom karboksilata na žveplov 
atom tionil klorida, iz katerega nato izstopi kloridni ion. Ta nato napade elektrofilni C-atom 
karbonilne skupine, kar povzroči izstop SO2 in novega kloridnega iona, ki v zadnjem koraku 
deprotonira karbonilni O-atom (slika 34) (33). Po tvorbi kislinskega klorida hidroksilna 
skupina MeOH kot nukleofil napade sedaj zelo močno elektrofilni karbonilni C-atom 
kislinskega klorida. Iz molekule izstopi kloridni ion, sledi še deprotonacija kisikovega 
atoma, vezanega na karbonil (34). 
V našem eksperimentalnem delu smo raztopini piperidinkarboksilne kisline v MeOH po 
kapljicah dodali SOCl2 v prebitku in mešali en dan pri povišani temperaturi. Za odstranitev 
prebitnega SOCl2 smo raztopini večkrat dodali svež MeOH in ga uparili. Trdnemu 
preostanku smo nazadnje dodali zmes MeOH ter Et2O, kar je povzročilo obarjanje naše 
spojine. To ustrezno kombinacijo topil smo določili empirično. S tem smo dosegli, da so se 
nečistote raztopile v MeOH, medtem ko je Et2O povzročil preobarjanje spojine. To smo tako 
lahko izolirali s presesavanjem ter koncentrirali in vacuo do trdnega produkta. 
 





Slika 34: Mehanizem uvajanja zaščite metilnega estra preko predhodne pretvorbe –COOH skupine 
v kislinski klorid - primer sinteze spojine 19 (prirejeno po (33) in (34)) 
Metilni ester je tako nudil ustrezno zaščito karboksilne kisline v sledečih postopkih uvajanja 
lipofilnih fragmentov z različnimi metodami N-aciliranja. Vse vmesne reakcije so namreč 
potekale pri vrednostih pH, ki so bile nižje od 10 in pri katerih je metilni ester stabilen.  
Za odstranitev zaščite smo v zadnjem koraku uporabili postopek bazične hidrolize estra 
(slika 35). S pomočjo močne baze se v raztopini tvorijo hidroksidni ioni, ki so zelo dobri 
negativno nabiti nukleofili in slabo izstopajoče skupine. Tako OH- napade karbonilni C-
atom, iz tetraedričnega intermediata pa izstopi metoksi skupina, ki se protonira do stranskega 
produkta MeOH. Dobimo karboksilat v deprotonirani obliki (35). 
Pri delu smo z metilnim estrom zaščitene spojine raztopili v vodi in THF. Izhodna spojina 
je bila dobro topna v organskem topilu, produkt in baza pa v vodi. THF je dokaj polarno 
aprotično organsko topilo, ki se meša z vodo in je tako omogočal dober stik med lipofilnim 
in hidrofilnim reagentom. Raztopini smo po kapljicah dodali LiOH med mešanjem na ledeni 




kopeli ter se tako izognili burni reakciji ter morebitnim neželenim produktom. V postopku 
izolacije smo najprej uparili THF, preostali vodni fazi pa uravnali pH na vrednost 2 s 
pomočjo 1 M HCl. Tako je prišlo do protonacije karboksilata in posledičnega obarjanja 
končnega produkta. Oborino smo ekstrahirali z DKM, organsko fazo sušili (NaCl (aq, sat.) 
in Na2SO4) ter uparili pri znižanem tlaku. 
 
 
Slika 35: Mehanizem bazične hidrolize zaščite metilnega estra – primer sinteze spojine 21 (prirejeno 
po (35)) 
 
5.4.2. Odstranitev terc-butilkarbamatne zaščite 
Amino skupine izhodnih piperidinilmetanaminov so bile zaščitene z Boc-zaščitno skupino. 
Slednja je labilna v kislih pogojih, zato smo pri odstranjevanju zaščitne skupine izvedli 
acidolizo. Kot kisel medij smo dodali smo trifluoroocetno kislino (TFA). Ustrezna 
alternativa bi bil tudi vodikov klorid v ustreznem topilu. Reakcijo smo izvajali v brezvodnem 
DKM pri sobni temperaturi v argonovi atmosferi eno uro. 
Ob protonaciji kisikovega atoma karbonilne skupine Boc zaščite pride do premestitve vezi 
znotraj karbamatne skupine in odcepi se sterično stabiliziran terc-butilni karbokation (slika 
36). Že sicer slabo stabilni derivat karbamske kisline se nato še enkrat protonira na 
novonastali karbonilni skupini, kar vodi v razpad molekule na prosti aminski konec ter 




ogljikov dioksid (36). Ker reakcija poteka pri kislih pogojih, se primarni amin protonira do 
soli trifluoroocetne kisline. Po končani reakciji smo odstranili topilo pri znižanem tlaku ter 
dodali Et2O s katerim smo odstranili prebitno kislino. 
 
Slika 36: Mehanizem acidolize Boc zaščite (prirejeno po (36)) 
 
5.5.  Sinteza amidov ter uvajanje elektrofilnega centra  
Princip reakcije je analogen kot v poglavju 5.1.2.2. Vlogo elektrofilnega centra sta v naših 
spojinah imela C-atom cianoocetne kisline ter dvojna vez (z možnostjo pretvorbe do 
epoksida) akrilne kisline.  
Izbrani kislini, EDC in HOBt smo dodali N-metilmorfolin ter produkte, ki smo jim v 
prejšnjih stopnjah sinteze odstranili Boc-zaščito. Izolacija končnih spojih je potekala s 
pomočjo ekstrakcij ter kolonske kromatografije.  
 
Z eksperimentalnim delom nam je uspelo sintetizirati osem končnih spojin z elektrofilnim 
centrom ter pet kontrolnih spojin s karboksilno funkcionalno skupino. Spojina 32, šesti 
načrtovani karboksilat, je najverjetneje hidroliziral pred snemanjem 13C NMR, saj pri nižjih 
kemijskih premikih manjkajo signali. 
 
5.6. Biokemijsko ovrednotenje aktivnosti sintetiziranih spojin  
Zadnji del našega raziskovalnega dela je predstavljalo biokemijsko ovrednotenje 
sintetiziranih spojin. S pomočjo ugotavljanja rezidualne aktivnosti (RA) smo dobili povratno 
informacijo o tem, ali naši načrtovani zaviralci dejansko zavirajo delovanje β5i-podenote 
imunoproteasoma pri fizioloških pogojih. RA nam pove, kolikšen je odstotni delež encimske 




aktivnosti ob uporabi določene koncentracije testirane spojine v primerjavi z encimsko 
aktivnostjo encima, ki ni izpostavljen testirani spojini, kot celoto (100 %).  
Določanje RA je potekalo pri koncentraciji zaviralcev 100 µM v testnem pufru (0,01 % SDS, 
50 mM Tris-HCl, 0,5 mM EDTA, pH 7,4). Raztopini zaviralcev smo dodali človeški iCP 
(Boston Biochem, Inc., Cambridge, MA, ZDA) v koncentraciji 0,2 nM ter inkubirali 30 min 
pri 37 °C. Kot substrat za določanje aktivnosti iCP smo uporabili Suc-LLVY-AMC1 
(Bachem, Bubendorf, Švica) v koncentraciji 25 μM. Potek reakcije smo spremljali s pomočjo 
čitalca mikrotitrske plošče BioTek Synergy HT z merjenjem fluorescence pri 460 nm (λex = 
360 nm) 90 min pri 37 °C. S pomočjo predhodno določenega linearnega območja smo 
izračunali hitrost reakcije ter določili RA (38). Če smo ugotovili dokaj močno zaviralno 
delovanje spojine (RA pod 50 %), smo tej določili še srednjo inhibitorno koncentracijo 
(IC50). 
Za določanje IC50 smo spojine najprej raztopili v DMSO ter jih v osmih različnih 
koncentracijah dodali testnemu pufru (0,01 % SDS, 50 mM Tris-HCl, 0,5 mM EDTA, pH 
7,4) na mikrotitrskih ploščah. Po predhodni inkubaciji spojin s humanim iCP v koncentraciji 
0,2 nM pri 37 °C 0 min ali 30 min smo dodali Suc-LLVY-AMC substrat. Merili smo 
fluorescenco pri 460 nm (λex = 360 nm) 90 min pri 37 °C. S pomočjo predhodno določenega 
lineranega območja smo spremljanemu poteku reakcije lahko določili hitrosti. Za izračun 
vrednosti IC50 smo uporabili program Prism (GraphPad Software, CA, ZDA), končni 
rezultati (navedeni v preglednici 2) pa so povprečje vsaj treh individualnih meritev (38). 






                                                 
1 Substrat, sprecifičen za vrednotenje delovanja proteaz s kimotripsinu podobnim delovanjem. Gre za peptid, 
označen s 7-amino-4-metilkumarinom (AMC), fluorogenim fragmentom, ki se ob proteolizi substrata sprosti 
iz molekule peptida. Njegov absorpcijski maksimum je pri λab = 353 nm, emisijski maksimum pa pri λex = 442 
nm. Z merjenjem fluorescence razgradnih produktov tega za 20S proteasom specifičnega substrata določamo 
aktivnost tega encima. (37)  




Preglednica 2: Prikaz rezultatov meritev RA ter IC50 sintetiziranih spojin. Za spojine označene z * 
so bile izvedene meritve IC50, ki niso pokazale koncentracijske odvisnosti zaviranja. Za te spojine 




Struktura končne spojine RA pri 100 µM 




















12 218,30  127 







16 394,52  160 




20 233,31  112 





























5.7. Razprava in ovrednotenje hipotez 
V preglednici 2 so navedene vrednosti RA ob testiranju posameznih spojin. Najnižje 
vrednosti rezultatov smo dobili pri spojinah 1, 11, 14, 15, 25, 30 ter 32, ki smo jim nato 
določali tudi IC50. Pri določanju IC50 pri nobeni izmed spojin ni bilo ugotovljene 
koncentracijske odvisnosti. Ta je pomembna, ker nakazuje specifično vezavo spojine v 
aktivno mesto. Poleg tega nakazuje tudi ustrezno dinamiko spojine v testnem sistemu, kar 
pomeni, da ne tvori agregatov, ki lahko nespecifično povzročajo zaviranje encima, ter se ne 
obarja. Ravno s temi slabimi lastnostmi, tj. obarjanje zaradi slabe vodotopnosti, lahko 
razložimo močno zaviranje encima pri določanju RA ter nato nezmožnost določiti IC50. Take 
spojine zelo verjetno zaradi obarjanja pri višjih koncentracijah (v postopku določanja RA) 
povzročijo tudi nedelovanje encima, kar se kaže v lažno nizkem RA. Pri nižjih 
koncentracijah (v postopku določanja IC50) pa tega učinka nato ni več moč opaziti. 
Pri ostalih na encimu testiranih spojinah je bilo zmanjšanje aktivnosti encima zanemarljivo 
ali pa je bila RA celo večja od 100. Teoretično bi to pomenilo, da so te spojine delovale kot 
induktor encima, vendar gre v teh primerih najverjetneje za problem v slabi topnosti 
testiranih spojin in neveljavnosti rezultatov.  
V nadaljevanju tega projekta so na Katedri za farmacevtsko kemijo sintetizirali našim 
spojinam homologne spojine s spremenjenim bifenilnim fragmentom (slika 39). Namesto 
končnega fenilnega obroča so uvedli morfolinski heterocikel. To je spojinam prineslo 
izboljšane topnostne lastnosti, določili pa so tudi IC50 v nizkem mikromolarnem območju. 
Te spojine so obetavni zadetki za nadaljnje raziskave.    
 
Slika 37: Optimizirane končne spojine z vrednostmi IC50 
 




Na podlagi vseh do sedaj omenjenih ugotovitev, lahko naši izhodiščni hipotezi ovrednotimo 
na sledeč način: 
 
1) Z metodami računalniško podprtega načrtovanja molekul lahko poenostavimo strukturo 
predhodno objavljenih psoralenskih zaviralcev imunoproteasoma. 
V opisu načrta dela (poglavje 2.1.) smo predstavili celoten postopek poenostavitve izhodnih 
derivatov psoralena do nipekotamidnega skeleta, katerih derivate smo nato sintetizirali v 
okviru našega raziskovanja. Postopek vrednotimo kot uspešen, zato je naša hipoteza potrjena  
 
2) Za učinkovitost aminopiperidinskih derivatov sta pomembni topologija molekule in 
izbira ustrezne bojne glave. 
Teoretična dognanja ter rezultati predhodnih raziskav kažejo na to, da so za uspešno 
zaviranje imunoproteasoma pomembne tako nekovalentne interakcije skeleta ter lipofilnih 
fragmentov z vezavnim mestom, kot tudi ustrezno postavljena elektrofilna »bojna glava«, ki 
poskrbi za kovalentno zaviranje encima. V našem delu smo z biokemijskim testiranjem 
spojin tako z »bojnimi glavami« kot tudi tistih brez njih želeli ponazoriti ločene prispevke 
obeh delov molekule. Zaradi slabe topnosti sintetiziranih spojin ter posledičnega 
nespecifičnega encimskega zaviranja rezultati niso prinesli dokončnega odgovora na naš 
problem, zato naše hipoteze ne moremo niti potrditi, niti ovreči. 




6.  SKLEP 
V okviru magistrskega dela smo sintetizirali potencialne zaviralce imunoproteasoma iz 
skupine bifenilpiperidinskih spojin. Uspešni smo bili pri sintezi ter izolaciji tako spojin z 
elektrofilnim centrom (»bojno glavo«), od katerih smo pričakovali kovalentno zaviranje 
imunoproteasoma, kot tudi tistih brez elektrofilnega centra. Slednje naj bi ovrednotile, 
kolikšen delež zaviranja prispevajo nekovalentne interakcije skeleta zaviralcev z encimskim 
vezavnim mestom. 
Najpogostejša težava, ki se je pojavljala v zadnjem koraku sinteze, je bila težavna odstranitev 
vode iz vzorca. Izkoristki naših postopkov so bili večinoma dokaj zadovoljivi, najnižji pa so 
bili ob uporabi tehnike kolonske kromatografije, s katero sicer dosežemo najvišjo čistost 
produkta, a privede tudi do izgub spojine. Naše spojine so bile zelo slabo topne v vodnih 
raztopinah, kar je bilo neugodno za biokemijsko ovrednotenje njihovega delovanja na 
encimu.  
Namen našega dela je bil dosežen, saj smo s pomočjo eksperimentalnega dela optimizirali 
postopke sinteze. Naše spojine so bile pomemben vmesni korak celotnega projekta, ki je 
vodil do sinteze končnih treh spojin z IC50 v nizkem mikromolarnem območju. 
 
Čeprav se članki o raziskavah na področju imunoproteasoma pojavljajo že zadnjih nekaj 
desetletij, bo treba na tej temi izvesti še zajetno količino raziskav o terapevtski vrednosti 
selektivnih zaviralcev imunoproteasoma ter stremeti k razvoju novih optimiziranih 
zdravilnih učinkovin. Imunoproteasom ter β5i-podenota sta vsekakor obetavna tarča za 
zdravljenje številnih rakavih, nevrodegenerativnih ter avtoimunskih obolenj. V prihodnosti 
pričakujemo razvoj novih spojin z izboljšanimi farmakokinetičnimi in farmakodinamičnimi 
lastnostmi, ki bi lahko zasedle stalno mesto v kliničnih smernicah obravnave z 
imunoproteasomom povezanih obolenj. 
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